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Analise molecular de pacientes com holoprosencefalia

RESUMO

As anomalias craniofaciais sdo alteracGes do desenvolvimento do crénio e da face que
podem ou ndo estar acompanhadas de malformagdes estruturais e/ou funcionais do
SNC. Estas representam a quarta causa mais frequente dentre as anomalias congénitas
em recém-nascidos, determinando, a seus portadores, progndstico reservado na maioria
das vezes. A holoprosecefalia é uma malformacdo do sistema nervoso central devido
uma falha na divisdo dos hemisférios direto e esquerdo do cérebro. Sabe-se que sua
etiologia € mdaltipla e complexa. O fendtipo da HPE ¢ bastante variavel abrangendo um
espectro continuo desde manifestacdes graves envolvendo anomalias do cérebro e face
até individuos clinicamente normais. Evidéncias genéticas sdo apresentadas todo ano
por diversos grupos que estudam holoprosencefalia e a correlacdo gendtipo/fendtipo
continua sendo um desafio para os geneticistas. No presente estudo analisamos 124
amostras de DNA de individuos com diagndstico clinico de holoprosencefalia. Todas as
amostras de DNA foram submetidas a analise molecular através da técnica MLPA
(SALSA® MLPA® KIT P187-B1 Holoprosencephaly e 0 SALSA® MLPA® KIT P036-
E1 Human-telomere-3). Nesta analise, identificamos dele¢des/duplicacbes nos genes ja
descritos para HPE, sendo: trés delecdes no gene SHH, uma delecdo no gene TGIF e
uma duplicacdo no gene ZIC2. Dentre as 124 amostras, 26 foram selecionadas para
anélise por arrayCGH, 0 que permitiu a identificacdo de
microdele¢des/microduplicagdes em novas regides cromossomicas, sendo elas: 2p25.2-
p25.1, 2p21, 8p23.2, 10p15.3, 13q14.2 e Xql13.3. A utilizacdo de MLPA e arrayCGH
tem sido utilizada na pesquisa da etiologia de HPE, desde modo destacamos a eficiéncia
destas técnicas, uma vez que metodologia utilizada neste estudo permitiu a identificacéo
de dele¢des/duplicacdes cromossdémicas nos individuos estudados, corroborando com a
literatura e destacando novas regifes cromossémicas a serem elucidadas para

compreensdo da etiologia desta afeccao.

Palavras chave: Holoprosencefalia, MLPA, arrayCGH
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Molecular analysis of patients with holoprosencephaly spectrum

ABSTRACT
Craniofacial anomalies are skull development changes and face that may or may not be

accompanied by structural malformations and / or functional CNS. These represent the
fourth most common cause among the congenital anomalies in newborns, determining,
among the patients, poor prognosis in most cases. Holoprosecephaly is a malformation
of the central nervous system due to a fault in the division of right and left hemispheres
of the brain. It is known that the etiology is multiple and complex. The HPE phenotype
is variable including a continuous spectrum from severe manifestations involving
abnormalities of the brain and face to clinically normal individuals. Genetics evidences
are presented every year by groups studying holoprosencephaly and the
genotype/phenotype remains a challenge for geneticists. We analyzed ADN samples
from 124 patients with clinical diagnosis for holoprosencephaly. All ADNs samples
were subjected to molecular analysis by MLPA technique ( SALSA® MLPA® KIT -B1
holoprosencephaly P187 and P036 SALSA® MLPA® KIT - Human telomere -E1 -3).
Thus, we identified deletions / duplications in genes already described for HPE, such as:
three deletions in the SHH gene, one deletion of the TGIF gene and one duplication in
ZIC2 gene. Among the 124 samples, 26 ADN samples were selected for analysis by
arrayCGH allowing the identification of microdeletions/microduplications in new
chromosomal regions: 2p25.2 - p25.1, 2p21, 8p23.2, 10p15.3, 13q14.2 and Xql13.3.
MLPA and arrayCGH are often used in research on the etiology of HPE , in that way
the efficiency of these techniques , since the methodology used in this study allowed the
identification of deletions / duplications in chromosome individuals studied
corroborating the literature and identinfy new chromosomal regions to be elucidated to
understand the etiology of this disease.

Palavras chave: Holoprosecephaly, MLPA and arrayCGH
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1. INTRODUCAO

A formacdo do complexo craniofacial € um processo que requer consideravel
organizacdao. A cabeca do vertebrado é constituida de estruturas cuja formagdo tem
inicio precoce no desenvolvimento. O ponto central no desenvolvimento da cabega é o
conceito de segmentacdo, que se manifesta no rombencéfalo e nos arcos branquiais. Em
conjunto com a migracdo das células da crista neural, esses sistemas ddo origem a
grande parte da cabeca e pescogco e seus compartimentos, tanto associados quanto
individualizados, tornando-se claro que o controle molecular da morfogénese
embrioldgica reside no nivel do gene (WILKIE e MORRIS-KAY, 2001).

O sistema nervoso central (SNC) é fundamental para o desenvolvimento do
complexo craniofacial. O SNC surge da placa neural, uma folha homogénea de células
epiteliais que formam a superficie dorsal do estagio de gastrula. A medida que a placa
neural enrola-se para formar o tubo neural, o final anterior se parte em 3 vesiculas.
Essas vesiculas sdo o primérdio do desenvolvimento do prosencéfalo, mesencéfalo e
rombencéfalo. E a crista neural derivada do rombencéfalo que dara origem a maioria do
mesénquima do arco branquial. A migracdo das células da crista neural da regido do
rombencéfalo resulta numa relocacdo ventral para dentro dos arcos branquiais. O
desenvolvimento das regides media e baixa do complexo craniofacial esta intimamente
associado a essas regides branquiais. Esta claro, portanto, que a crista neural derivada
do rombencéfalo é essencial para a formacdo normal da face e pescoco (CHAI et al.,
2000, WILKIE e MORRIS-KAY, 2001; MAO e NAH, 2004).

Os mecanismos do desenvolvimento craniofacial estdo sob controle genético.
Mas de que forma esses genes envolvidos produzem estruturas complexas,
regionalizadas que formam os blocos construtores do desenvolvimento da cabeca e

pescoco? E esclarecedor, portanto, considerar esses genes envolvidos na embriogénese
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como codificadores de um conjunto de instrugdes ou regras para a montagem das pecas
(THOROGOOD e FERRETTI, 1992).

Atividades indutivas e sinalizadoras coordenam o crescimento do primordio
facial a partir de brotos mesénquimais indiferenciados até um intrincado mosaico de
estruturas dsseas e cartilaginosas que, em conjunto com masculos e outros tecidos,
constituirdo o arcabouco definitivo da face (FRANCIS-WEST et al., 1998; WILKIE e
MORRIS-KAY, 2001; ALAPPAT et al., 2003; PASSOS-BUENO, 2009).

Dentro do desenvolvimento craniofacial, merecem especial atencdo o tipo e a
localizacdo das moléculas reguladoras que influenciam os diferentes estagios do
desenvolvimento do SNC (LACBAWAN e MUENKE, 2002). Alteracdo na regulagéo
do processo de desenvolvimento craniofacial, causada por fatores genéticos e/ou
ambientais, pode resultar em diferentes tipos de anomalias craniofaciais, as quais
incluem, principalmente, alteracdes estruturais de SNC, defeitos de fechamento dos
ossos do crénio, defeitos de linha média craniofacial com hipotelorismo ocular
(holoprosencefalia), defeitos de linha média craniofacial com hipertelorismo ocular
(alteracBes do processo frontonasal), fissuras orofaciais tipicas e atipicas e alteracdes de
primeiro e segundo arcos faringeos (GORLIN et al., 2001; WILKIE e MORRIS-KAY,
2001) Ao longo dos anos, os resultados de estudos morfolégicos de embrides, de
estudos em animais modelos (mutantes naturais ou modificados pela acdo de
teratogenos e de genes) e de estudos clinicos, citogenéticos (identificacdo de loci
candidatos) e moleculares (estudos de ligacdo e sequenciamento direto) das anomalias
craniofaciais humanas permitiram compreender alguns eventos do complexo
desenvolvimento craniofacial e identificar genes que o regulam, incluindo aqueles que
codificam fatores de transcricdo, fatores de crescimento, receptores de fatores de

crescimento e moléculas sinalizadoras (FRANCIS-WEST et al.,, 1998; WILKIE e
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MORRIS-KAY, 2001; PASSOS-BUENO, 2009). Desta forma, fatores genéticos ou
ambientais agindo em qualquer uma destas etapas resultam em anormalidades cerebrais
significantes que podem comprometer quaisquer umas das vesiculas cerebrais
(prosencéfalo, mesencéfalo e romboencéfalo), as comissuras cerebrais (corpo caloso,
comissura anterior e posterior) e estruturas associadas.

As anomalias craniofaciais séo alteragdes do desenvolvimento do cranio e da
face que podem ou ndo estar acompanhadas de malformagdes estruturais e/ou
funcionais do SNC. Estas representam a quarta causa mais frequente dentre as
anomalias congénitas em recém-nascidos, determinando, a seus portadores, progndstico
reservado na maioria das vezes. Durante muito tempo, considerou-se que grande parte
dessas alteracGes resultava da formacdo insuficiente ou migracdo inadequada do
mesénquima da base do cranio e da face (MAZZOLA, 1976), mas com 0 avanco do
conhecimento, principalmente no que diz respeito ao dominio da genética molecular,
sabe-se que a construgdo craniofacial resulta de mecanismos diversos dependentes de
uma legido de genes em permanente interacdo (LOWE et al.,, 2000; MARTI e

BOVOLENTA, 2002; MARAZITA e MOONEY, 2004; MERRITT, 2005).

2. HOLOPROSENCEFALIA

O prosencéfalo é a porcdo anterior do cérebro em desenvolvimento do qual se
originam a maioria das estruturas sensoriais, intelectuais e homeostaticas. Forma-se no
inicio do estagio de gastrulacdo, a partir da placa neural anterior, e € composto por trés
estruturas morfoldgicas distintas: telencéfalo, hipotdlamo e diencéfalo. A padronizagdo
e morfogénese da placa neural anterior sdo controladas, como em outras estruturas
embrionarias, pela acdo de moléculas de sinalizacéo secretadas por um grupo especifico

de células conhecido como" centro de organizacgdo". Estas moléculas, incluem membros
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das familias Hh, FGF, TGFb e Whnt, e ativam cascatas intracelulares especificas que
regulam a transcricdo de genes alvos, instruindo os tecidos circundantes a adotar um
destino especifico e conferir a informacdo posicional para células ao longo do
desenvolvimento dos eixos embrionarios (WILSON e HOUART, 2004; RHINN,
PICKER e BRAND, 2006; MONUKI, 2007; BECCARI, MARCO-FERRERES e
POVOLENTA, 2013).

O termo holoprosencefalia (HPE) foi proposto por DeMyer et al. (1963) para
definir o envolvimento dos componentes do prosencéfalo - telencéfalo e o diencéfalo e
caracteriza-se por um defeito da linha média do prosencéfalo embrionéario, ocasionando
a falha do crescimento ou segmentacdo do final do tubo neural anterior (MING e
MUENKE, 1998). A HPE apresenta uma alta incidéncia de 1:250 durante a
embriogénese (MATSUNAGA e SHIOTA, 1977), mas devido a letalidade intra-uterina
a frequéncia é de 1: 10.000 nascidos vivos (MATSUNAGA e SHIOTA, 1977; ORIOLI
e CASTILHA, 2010).

De acordo com a gravidade das malformacGes cerebrais, séo definidos quatro
tipos: 1) HPE alobar, 2) HPE semilobar, 3) HPE lobar e 4) fusdo inter-hemisférica
média (MIHF). A classificagdo anatémica dos quatro tipos de HPE esti descrita na

tabela 1.



Tabela 1: Classificacdo anatémica dos diferentes tipos de HPE e sua gravidade.
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HPE-ALOBAR

Presenca de um Unico e pequeno ventriculo procencéfalico
Auseéncia de divisdo inter-hemisférica

Auséncia dos bulbos olfatorios ou de suas vias

Auséncia de corpo caloso

Né&o separagdo dos nucleos cinzentos profundos

HPE-SEMI LOBAR

Lébulos cerebrais rudimentares

Divisdo interhemisférica incompleta

Auséncia ou hipoplasia dos bulbos olfatérios ou de suas vias
Auséncia de corpo caloso

Variagdo da separacdo dos nucleos cinzentos profundos

HPE-LOBAR

Lobulo cerebral totalmente desenvolvido
Distinta divisdo inter-hemisférica

Linha média do neocortex frontal continua
Corpo caloso ausente, hipoplasico ou normal

Separagdo dos ndcleos cinzentos profundos

MIHF

Falha da separacgdo dos lobos frontal e parietal posterior
"Callosal genu" e esplénio normalmente formados
Auséncia de corpo caloso

Hipotalamo e nucleos lentiformes normalmente separados

Massa cinzenta heterotopica

*Modificado de Dubourg et al., 2007

O fendtipo da HPE € bastante variavel abrangendo um espectro continuo desde

manifestacdes graves envolvendo anomalias do cérebro e face até individuos

clinicamente normais (COHEN, 1989). HPE € geralmente associada com anomalias

faciais, tais como ciclopia, probdscide e/ou fissura labio/palato em fendtipos mais

graves. Tem sido descrito que "a face prediz o cérebro”, mas esta regra ndo € aplicavel

em todos os casos. A gravidade das malformagdes faciais nem sempre condiz com as

cerebrais. A maior parte dos portadores de HPE possui pelo menos uma anomalia facial;

porém, acredita-se que 20% dos individuos que apresentam malformacgfes cerebrais

podem ndo apresentar nenhum sinal facial (DeMYER, ZEMAN e PALMER 1964,



21

SOLOMON et al., 2009), sugerindo que as microformas de HPE sejam indicativas de
alerta para avaliacdo de riscos e precaucdo para o possivel nascimento de filhos afetados
(DeMYER et al., 1963; SANTIAGO, 2006; SAVASTANO et al., 2014).

Os principais macro/microssinais dismoérficos do amplo espectro heterogéneo
desta condigéo incluem:

- Diminuicéo do perimetro craniano;

- Agenesia ou hipoplasia da espinha nasal anterior;

- Auséncia ou diminuigéo do angulo frontonasal;

- Agenesia de pré-maxila;

-Anomalias oculares diversas, como hipotelorismo ocular (aproximagao
excessiva dos olhos), ciclopia (olho Unico ou parcialmente dividido na mesma Orbita,
neste caso caracterizando a sinoftalmia) e coloboma da iris (defeito da iris em forma de
buraco de fechadura);

- Maxila, asas nasais ou nariz hipoplasicos;

- Probdscide (apéndice tubular situado acima dos olhos);

- Auséncia de ponte nasal;

- Estenose da abertura nasal,

- Filtro nasal hipodesenvolvido;

- Incisivo central maxilar unico (ICMU);

- Fissura labiopalatina mediana ou falsa mediana;

- Maloclusdo dentéria

(RICHIERI-COSTA e RIBEIRO, 2006; SANTIAGO, 2006; HENNEKAM et
al., 2009; LIPINSKI et al., 2010; SOLOMON et al., 2010; BANO, 2012; JAVAD,

2013; SWATEK et al., 2013).
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Hoje, € sabido que a ampliacdo deste universo dependia apenas de um meio mais
simples e eficaz de diagndstico, pois grande parte destas anomalias estava predita nos
modelos experimentais em outros vertebrados ou em achados clinicos descritos
posteriormente, como parte integrante de determinadas mutacGes (ROESSLER e
MUENKE, 2001; RICCOMAGNO et al., 2002; COHEN, 2003; DAKUBO et al., 2003;
ROESSLER et al., 2003; SCHIMMENTI et al., 2003).

Em 2003, foi descrito ainda um fenétipo singular dentro do espectro
holoprosencefalico, o HPE-like, atualmente incorporado ao termo geral microforma da
HPE, que surge associado ou ndo a outras anormalidades do processo de separagéo do
prosencéfalo. As caracteristicas fenotipicas mais comuns sdo: hipotelorismo isolado,
fissura de labio e/ou palato, presenca de incisivo maxilar central Gnico (IMCU) e
hipoplasia de face média. E importante salientar que associacbes entre estes sinais,
feitas de forma aleatéria, sdo indicativas de que, até o presente momento, ndo ha
definicdo padronizada para este fendtipo. Pacientes diagnosticados com microforma da
HPE, na maior parte dos casos, apresentam desenvolvimento cognitivo e
neuropsicomotor normais (RICHIERI-COSTA e RIBEIRO, 2006; SANTIAGO, 2006).

Diversas anomalias, que até ha pouco tempo ndo eram descritas ou relacionadas
ao espectro da HPE, foram incorporadas ao diagndstico ap6s o advento dos exames de
neuroimagem, aumentando-se assim o arsenal clinico. Dentre estas anomalias,
destacam-se as anomalias estruturais do corpo caloso, marcadamente a agenesia, as
anomalias da glandula pituitéaria, as anomalias dentarias, nasais, oculares, entre outras.
(ROESSLER e MUENKE, 2001; RICCOMAGNO et al., 2002; COHEN, 2003;
DAKUBO et al., 2003; ROESSLER et al.,, 2003; SCHIMMENTI et al., 2003,
SAVASTANO et al., 2014).

Sabe-se que etiologia da HPE é heterogénea e complexa, causada por fatores
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ambientais (conhecido o fator de risco para maes com diabetes gestacional e mées que
usam &cido retindico), forma sindrémica (incluindo sindrome de Smith-Lemli-Opitz),
anomalias citogenéticas (detectadas por cari6tipo de rotina e alta resolucdo), anomalias
cromossémicas submicroscopicas (detectadas por citogenética molecular) e mutagoes
génicas nos quatro principais genes da HPE (SHH, ZIC2, SIX3 e TGIF) (JHONSON e
RASMUSSEN, 2010; ROESSLER e MUENKE, 2010; SOLOMON et al., 2010).

Bendavid et al. (2007) realizaram um levantamento, no qual observaram que
45% da etiologia de HPE é cromossémica, diagnosticada atraves de cari6tipo padréo;
15% se relacionam com fatores ambientais evidentes, como diabetes gestacional desde
0 inicio da gestacdo, além de sindromes com mudltiplas malformag6es, como Smith-
Lemli-Opitz, Rubinstein-Taybi e Pseudotrissomia 13. Dos 40% dos casos
remanescentes, os chamados HPE isolada (ndo-cromossdmica e néo-sindrémica),
metodologias de sequenciamento e dosagem génica dos quatro principais genes
identificaram anomalias moleculares em mais de 25%. Assim, aproximadamente 75%
dos casos de HPE isolada tém etiologia genética e ambiental a ser determinada.

O modelo principal relacionado a HPE refere-se a rede sinalizadora do gene
Sonic Hedgehog (SHH), o qual controla decisbes celulares criticas em relagdo ao
destino de mudltiplos sistemas, particularmente nas células tronco e a partir delas,
funcionando como um “interruptor” — inibidor ou facilitador — ditando o destino celular

desde etapas iniciais do embrido até a vida adulta (LAI et al., 2004).

2.1 Importancia da via de sinalizacdo Sonic Hedgehog no desenvolvimento
craniofacial e Holoprosencefalia
Durante o desenvolvimento cranio facial, a via de sinalizacdo proteica mais

estudada e essencial para a diferenciacdo e padronizacdo dos tecidos mesenquimais € a
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via Hedgehog (HH). O funcionamento da via Hedgehog (Hh) foi descrito, inicialmente,
em estudos com Drosophila, sendo grande parte dos componentes dessa via preservada
em humanos (GOODRICH et al., 1997).

A ativacdo desta via é realizada por trés proteinas homologas: Sonic Hedgehog
(SHH), Desert Hedgehog (DHH) e Indian Hedgehog (IHH). SHH participa do
desenvolvimento de somitos e do tubo neural; IHH é responsével pelo desenvolvimento
de condrécitos, enquanto DHH participa do desenvolvimento de células germinativas
(SALES, 2012; PAN et al., 2013).

O gene Hedgehog desempenha um papel crucial no desenvolvimento
embrionario normal de 6rgdos como pulmdes (GRINDLEY et al., 1997) e sistema
nervoso (WETMORE, 2003); e permanece ativo no individuo adulto, onde esta
envolvido na manutencdo de células estaminais. Além disso, no adulto, um padrdo de
sinalizacdo aberrante nos membros da familia Hh pode levar a algumas formas de
cancer (COHEN, 2003; WETMORE, 2003).

Geralmente, somente o termo via de sinalizacdo de Hh é comumente usado, no
entanto esta é extremamente complexa, englobando mutagdes em componentes da via
Hedgehog, além de outras vias, como TGF/b/NODAL, WNT e BMP. A complexidade
desta rede pode trazer como consequéncia o surgimento de fen6tipos muito diferentes,
como: HPE, cefalopolisindactilia de Greig, sindrome do carcinoma basocelular nevoide,
Sindrome de Pallister-Hall, meduloblastoma, entre outros (COHEN, 2003; (LIPINSKI
etal., 2010; DAVID, et al., 2013).

A via de sinalizacdo Hh é composta de duas proteinas transmembrana: Patched
(Ptc), uma proteina composta por 12 canais de passagem, que se une ao ligante de Hh; e
Smoothened (Smo), uma proteina transdutora de sinal composta por sete canais de

passagem. Na auséncia do ligante, Ptc interage com Smo e o inibe, direta ou
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indiretamente. Esta repressdo culmina no fator de transcri¢do agindo como um repressor
da transcricdo. Este fator de transcricdo existe em trés diferentes formas nos
vertebrados, sendo chamados de Gli e apresenta funcbes transcricionais distintas.
Quando Hh se liga a Ptc, sua interacdo com Smo se altera de forma que Smo nédo seja
mais inibida. Assim, a proteina Gli adentra o nlcleo da célula e age como um ativador
de transcricdo para 0s mesmos genes que esta inibe quando Ptc esta livre para interacao,
inibindo Smo. Estudos em vertebrados indicam que a determinacdo do destino da célula
por vias de sinalizagdo Hh ocorra pela combinacgdo dos genes Gli expressos nesta célula,
como mostra a figura 1 (MCMAHON, 2000; GOODRICH e SCOTT, 1998; JOHNSON

e SCOTT, 1998; KALDERON, 2000).

Ehh -+
Smoothened | k Fatched
(Smo) (Pte)
Gli
Complex
~Hi1/ \+Hh
Gli Repressor Gl Activator
&P Lkl

Figura 1. A via de sinalizacdo de Hedgehog envolve duas proteinas transmembrana, Patched
(Ptc) e Smoothened (Smo). Ptc liga-se a Shh, ao passo que Smo atua como um transdutor de sinal. Na
auséncia do ligante, Pct interage com Smo e a inibe. Esta inibicdo ativa Gli, o repressor de transcri¢do. Na
presenca do ligante, a interacdo de Pct e Smo é alterada de forma que Smo deixa de ser inibida. A
proteina Gli entra no nicleo celular e age como ativador e transcricdo (MCMAHON, 2000).
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Estudos experimentais confirmam a funcéo de Shh na célula através da inducédo
de Ciclopamina, uma substancia alcaloide-esteroidal (analogo ao colesterol) advinda da
planta Veratrum californicum e é um importante antagonista da via de sinalizacdo de
Hh, atuando na inibicdo de tecidos-alvo, provavelmente por Smo. A ciclopamina inibe a
atividade morfogenética da via Hh por ligacdo e prevencdo da ativagcdo de proteinas
transmembrana Smo (CHEN, et al., 2002; LIPINSKI et al., 2010).

Assim, a importancia da via de sinalizagdo Hh no desenvolvimento embrionario
humano se tornou evidente pela descoberta de que mutacfes nesta via causam HPE. A
sinalizacdo de Shh é necessaria para a manutencdo da notocorda, a indugdo da placa
ventral e de neurdnios motores e inducdo do esqueleto axial. A proteina Shh, secretada a
partir do mesoderma pré-cordal, normalmente sinaliza a formacdo de olhos centrais
rudimentares, e quando este sinal se apresenta defeituoso, o resultado é uma formacao
de um olho ciclope (CHIANG et al., 1996).

Quando comprometidos, 0s mecanismos genéticos (que sdo multiplos e
complexos) envolvidos nos diversos processos do desenvolvimento craniofacial
resultam em uma imensa variedade de sindromes, sequéncias, associacdes ou mesmo
anomalias isoladas. A classificacdo de pacientes por sindromes especificas é dificil e,
muitas vezes, confusa, resultando em certos quadros dispostos dentro de um espectro
continuo, no qual diferentes mecanismos etiolégicos e patologicos também se interpbem

(COHEN, 1997), dai a importancia da investigacdo de alteragdes genéticas menores.

2.2 Interacdo génica em HPE
Foram caracterizados quatro principais genes responsaveis pela HPE (SHH,

ZIC2, SIX3 e TGIF) e outros sete parecem desempenhar um papel menor na ocorréncia
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de HPE, conforme descrito na tabela 2 (KAMNASARAN et al, 2005; ROESSLER e
MUENKE, 2010; JOHNSON e RASMUSSEN, 2010).

A hipotese “multiple-hit” é o modelo mais amplamente aceito de HPE. Segundo
esta hipdtese, combinagdes de mutacGes nos genes principais e/ou secundarios levam a
ocorréncia de HPE e podem ser responsaveis pela variabilidade fenotipica em termos de
gravidade (MING e MUENKE, 2002). H& muitas interacfes entre as diversas vias de
sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento do prosencéfalo que necessitam ser
elucidadas, portanto, o aconselhamento genético continua a ser muito complexo para

familias afetadas pela HPE (MERCIER et al., 2010).
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Tabela 2: Principais genes relacionados a HPE e suas contribui¢Ges no fenétipo.

Genes

Mutados Localizagdo Fenotipo Frequéncias
17% dos casos famili-
ares; 3,7% dos casos

SHH 7936 Alta variabilidade: de suave a grave esporadicos

Graves alteracdes cerebrais; sutil ou

ZIC 2 13932 auséncia de dismorfismos faciais 3-4%

4,7% de todos os ca-
sos com holoprosen-

SIX3 2p21 Variavel cefalia

TGIF 18p11.3 Variavel 1,50%

PTCH1 9g22.3 Variavel raro

GLI2 2914 Variavel 1,80%

Microforma de holoprosencefalia: 2 mutagOes de perda

DISP1 1942 suaves caracteristicas faciais (fissura  de funcao

de labio-palato, hipotelorismo, ICMU);

CNS (esquisofrenia, deficiéncia mental

em alguns casos)
aproximadamente 1%
na via de sinalizagéo

NODAL 109221 Variavel NODAL
como parte de apro-
ximadamente 1% da
via de sinalizacdo

FOXH1 8724.3 Variavel NODAL,

TDGF1 3p21-p23  Variével 2 mutagdes de perda
de fungdo em 83 fa-
miliares e 327 casos
esporadicos de holo-
prosencefalia

DHCR7 11g12-q13  Face holoprosencefalica 5-6% dos casos de

sindrome de Smith-
Lemli-Opitz; 9 casos
relatados e um com
ciclopia

Cohen (2003, 2006), Shaffer et al., (2007) , Lacbawan et al., (2009) Roessler e Muenke (2010)
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2.3 Evidencias citogenéticas em HPE

Andlise citogenética constitui uma excelente ferramenta para identificar as
causas das sindromes genéticas, particularmente as envolvidas com malformagdes do
SNC (SHAFFER et al., 2007). As primeiras alteracGes citogenéticas encontradas em
HPE foram trissomia 13, trissomia 18 e triploidias (NORMAN, 1995; ROSSELER e
MUENKE, 1998).

Um levantamento das principais alteragdes citogenéticas associadas a casos de
HPE permitiu a identificagio de 12 loci candidatos, a partir dos quais foram
identificados os quatro genes principais associados: SHH (HPE3 - 7936, OMIM#
600725) (BELLONI et al., 1996), ZIC2 (HPES5 - 1332, OMIM# 603073) (BROWN et
al., 1998; BROWN et al., 2001), SIX3 (HPE2 - 2p21, OMIM# 603714) (WALLIS et al.,
1999) e TGIF (HPE4 - 18p11.3, OMIM# 602630) (GRIPP et al., 2000). Os outros oito
loci candidatos sdo: HPEL (21922.3), HPE6 (3p24—pter), HPE7 (13912-914), HPES
(14913), HPE9 (20p13), HPE10 (1g42-qgter), HPE11l (5pter), e HPE12 (6q26—qter)
(BENDAVID et al., 2007). Outros genes candidatos ja foram identificados. Eles sdo
considerados secundarios, pois geralmente correspondem a fatores das vias relacionadas
aos genes principais e podem estar ou ndo relacionados a algum dos outros loci da HPE.
Sao eles: PATCH1 (HPE7 - 9922, OMIM# 610828), GLI2 (HPE9 - 20p13, OMIM#
165230) DISP1 (1942, OMIM# 607502), FOXH1 (8g24.3, OMIM# 603621), NODAL
(10g22.1, OMIM# 601265) (DUBOURG et al., 2011; ROESSLER et al., 2012).

Considerando os aspectos multigénicos, os quais mostram que mutagdes em um
unico gene podem ndo ser suficientes para gerar as alteracdes fenotipicas tipicas de
HPE, investigacdo nos loci de HPE conhecidos e a constante busca de novos loci
candidatos devem continuar. O uso da técnica de Multiplex Ligant-dependent Probe

Amplification (MLPA) para analisar as regides subteloméricas ou Microarray-based
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Comparative Genomic Hibridization (arrayCGH) para verificagdo gendmica, tem
aumentado o potencial de detectar anomalias cromossémicas em HPE e acelerar a
identificagdo de novos loci candidatos para a mesma.

Bendavid et al., (2007) analisaram 181 casos de HPE através da técnica de
MLPA e detectaram rearranjos em loci candidatos para HPE conhecidos (1q, 20p e
21q), bem como em loci subteloméricos novos (1p, 5q, 8p, 17q, 184, 22q e Xq) e em
subcentromérico 15¢. AssociacBes entre 0 ganho e perda subtelomérica também foram
encontradas e podem ser herdadas por translocacdo parental equilibrada, o que é util
para 0 aconselhamento genético. Estes resultados reforcam a origem heterogénica para
HPE e contribuem para a explicacdo do amplo espectro fenotipico descrito neste defeito
do desenvolvimento, tornando as analises das regides subteloméricas, em casos de HPE,
uma importante ferramenta.

Um grupo de 111 casos com HPE (64 fetos e 47 nascidos vivos) com cariotipo
normal foram analisados, utilizando plataforma de arrayCGH de alta performance da
Agilent Human Genome Microarray Kit 44A e 244A (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) Entre esses pacientes, todos os fetos apresentavam fendtipos caracteristicos
de HPE (SNC consistentes com HPE), enquanto que dos 47 casos de nascidos vivos, 32
(68%) apresentavam microformas de HPE, e 15 (32%) expressavam forma grave da
doenga. Variagcdes cromossomicas ndo descritas nas bases de dados das Variagdes no
NUmero de Copias (CNV) foram detectadas em 28 casos (17 fetos, 11 criancas) (25%),
dos quais 19 tinham anomalias de novo (17% de toda a coorte). Varios novos loci
candidatos foram identificados: alguns eram dele¢Ges intersticiais em 1p, 6q, 10p, 16p,
189, 20p, 219, e Xp, outros eram dele¢bes subteloméricas em 19pter e 6qter

(BENDAVID et al., 2009).
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Um estudo envolvendo 86 pacientes com espectro clinico variavel de HPE foi
realizado por Paulussen et al., (2010) através do sequenciamento dos quatro principais
genes envolvidos na HPE (SHH, SIX3, ZIC2, TGIF), MLPA (Kit SALA MLPA P187) e
arrayCGH (affymetrix 250k Nspl SNP array.) Os autores encontraram 21 alteragOes
genéticas: trés mutacdes pontuais no gene SHH, oito mutacbes pontuais no gene ZIC2,
oito mutacdes pontuais no gene SIX3, uma delecdo total do gene ZIC2, uma delegéo
total no gene SIX3, e nenhuma alteracdo foi detectada no gene TGIF. A presenca das
duas deleces totais encontradas neste estudo foi relevante para destacar a importancia
da utilizacdo de uma técnica que permite detectar delecdes/duplicacbes de genes
inteiros, pois é evidente que a busca de dele¢cbes em qualquer um dos quatro genes
envolvidos na HPE é util em teste diagndstico.

Bendavid et al., (2010) revisaram inimeros casos isolados de HPE mostrando
associacao de varios cromossomos envolvidos nesta afeccdo, corroborando com a
heterogeneidade genética (Figura 2).

Os estudos por arrayCGH realizados em grupos de HPE demonstram claramente
gue anormalidades microcitogenéticas sdo um causa frequente de HPE, com 17% de
frequéncia (BENDAVID et al., 2010). Além disso, esta alta frequéncia, independente do
tamanho, localizacdo e redundancia dos rearranjos, demonstra que arrayCGH é uma
importante ferramenta para detectar alteragdes submicroscpicas em pacientes com
HPE.

Dados mostram no minimo 12 diferentes loci genéticos com mutagdes
relacionadas a HPE, porém apenas uma pequena parte dos casos sao confirmados por
esta estratégia evidenciando a contribuicdo das alteracBes submicroscopicas. Recente
estudo avaliando quatro fetos suspeitos de HPE, através do arrayCGH, mostrou duas

alteragdes recorrentes envolvendo as regides 15022 e 15914 (aproximadamente 40Kb e
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174Kb, respectivamente). Ainda é cedo para correlacionar diretamente as alteracfes em
15921 com HPE, porém estudos mostram ligacdo desta regido com agenesia de corpo
caloso, sinal clinico importante no espectro HPE (KOIVISTO, 1999, COHEN, 2006;
LALANI et al., 2006). Delegdes recorrentes em 3 casos na regido cromossémica 6p21
também foram mostradas no mesmo estudo (MACHADO, HEINRICH e BARINI,

2011).
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Figura 2: ldiograma dos cromossomos, em bandamento G, mostrando a localizagdo dos genes e
delecBes envolvidas em HPE. Barras kaki, a esquerda, representam as delecdes encontradas em HPE no
cariétipo de rotina. Barras verdes, a direta, representam os rearranjos subteloméricos identificados por
MLPA. Barras azuis, a direita, representam as delec@es identificadas por arrayCGH: barras azuis escuro
sdo delecbes de novo, enquanto que as barras azuis claro sdo delecBes herdadas. Modificados de
Bendavid et al., (2010).
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Concomitantemente a busca por novos loci génicos, muitos trabalhos elencaram
novos refinamentos e novas correlagdes gendtipo/fendtipo das diversas anomalias
conhecidas. Especificamente, a regido 18p foi analisada e correlacionada a alguns
fendtipos, entre eles HPE. Yi et al., (2014) descreve uma delecao de 4,5Mb em 18p11.3,
ndo detectada no cariétipo, em um feto com holoprosencefalia semi-lobar, fissura
mediana de labio e palato, arritmia cardiaca e tetralogia de Fallot. Neste trabalho alguns
genes foram apontados como responsaveis pelo quadro, como TGIF, USP14, THOC1,
YES1, NDC80, SMCHD1 e DLGAP1, contribuindo com o conhecimento de 18p nas
anomalias cardiacas e HPE.

Piccione et al., (2013) relataram um adolescente com dele¢édo em 14qg13.1-g21.1
envolvendo a regido da HPES8 associado com deficiéncia intelectual (ID), microftalmia
e coloboma bilateral e sem alteragdes cerebrais. A delecdo dos genes candidatos para
HPE na regido, levanta davidas sobre a seu papel na determinacdo da patologia e
evidencia a hipotese de multple-hit na determinagéo da variabilidade clinica na HPE.

A pesquisa da etiologia dos grupos de malformagBes do cérebro, como HPE,
expandiu-se nos Gltimos anos como resultado de avancos na neuroimagem, genetica e
embriologia experimental.  Devido ao fato da HPE apresentar uma grande
heterogeneidade genética, isto a torna um modelo para o estudo da complexidade

genética do desenvolvimento do cérebro.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Identificar microdeleces/duplicacfes e possiveis novos genes ou regides

cromossémicas relacionadas com a Holoprosencefalia.

3.2 Objetivos especificos

1. Identificar novas etiologias para HPE de causa desconhecida;

2.Refinar os loci redundantes candidatos a HPE;

3. Identificar possiveis novas regides cromossomicas responsaveis pela HPE;
4.Estabelecer correlagdo genotipo/fendtipo dos casos envolvidos no estudo;

5. Identificar novos genes candidatos para HPE.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Grupo amostral

Incluimos 124 amostras de DNA de pacientes com hip6tese diagndstica clinica
para holoprosencefalia, pertencentes ao Hospital de Reabilitacio de Anomalias
Craniofaciais da Universidade de S&o Paulo — HRAC-USP-Bauru/SP, e previamente
triadas para mutacdo dos genes (SHH, ZIC2, TGIF, GLI2 e PTCH1). As amostras
selecionadas foram extraidas de um projeto anterior (Fapesp Proc N° 06/60973-9), onde
foi coletado 2ml de sangue para a extragdo do DNA, sendo o mesmo aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (N° 289/2006). Sendo assim, as analises moleculares deste

trabalho foram aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (N° 11/2011) em anexo.

4.2 Analise clinica

Todos os pacientes selecionados foram analisados por um geneticista clinico do
Setor de Genética e diagnosticados com hipotese diagnostica para o espectro fenotipico
da HPE. Os pacientes que apresentaram fendtipo facial tais como microcefalia,
hipertelorismo, nariz achatado, fissura de labio/palato com comprometimento do SNC,
foram classificados como HPE cléssica. Os pacientes que apresentaram fenotipo facial
sem comprometimento do SNC e/ou microformas foram classificados como microforma
de HPE. Casos com malformacdes congénitas e que durante sua evolugdo clinica
apresentaram associa¢do com hipotese de HPE foram classificados como malformacéo

maultipla congénita e complexa (MMCC).
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4.3 Anélise Molecular
4.3.1 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification - MLPA

Todas as amostras de DNA foram submetidas a anélise molecular através da
técnica MLPA. Para tal, foram utilizados o SALSA® MLPA® KIT P187-B1
Holoprosencephaly e o SALSA® MLPA® KIT P036-E1 Human-telomere-3 (MRC
Holland®, Amsterdan, Netherlands), constituido de sondas para os genes da HPE e para
as regides subteloméricas, respectivamente. Nas tabelas 3 e 4 estdo elencadas as sondas
correspondentes aos exons dos diferentes genes envolvidos na HPE e genes das regides
subteloméricas contempladas nos kits, e seus respectivos tamanhos.

A andlise pela técnica de MLPA foi realizada no Laboratério de Genética
Molecular do HRAC/USP, seguindo-se o protocolo original descrito por Schouten et al.,
(2002) com as adaptacdes descritas a seguir:

I) Desnaturacdo do DNA e hibridagéo das sondas:

As amostras de DNA foram diluidas para uma concentracdo de 50ng de DNA.
Apo6s a diluicdo, 1uL da amostra foi colocado em um microtubo e submetido a
temperatura de 95°C por cinco minutos e, em seguida, a 25°C antes de serem retiradas
do termociclador. Apo6s a desnaturacdo, acrescentou-se 1ulL da Solugdo de Anneling
(0,375uL do SALSA Probe Mix 1 + 0,375uL do SALSA Buffer + 0,25uL de agua) a
cada tubo. Os tubos foram levados novamente ao termociclador e incubados a 95°C por
um minuto e, em seguida, a 60°C por 3 horas.

I1) Reacédo de ligacéo:

No termociclador, a 54°C, adicionou-se a cada tubo 8uL do Master Mix |
(6,25uL + 0,75uL de Ligase Buffer A + 0,75uL de Ligase Buffer B + 0,25uL da enzima
Ligase). As amostras foram incubadas a 54°C por 15 minutos, em seguida, a 98°C por 5

minutos e mantidos a 4°C (temperatura de estocagem).
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I11) Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR):

Apos a reacdo de ligacdo, o termociclador foi colocado a 60°C e adicionou-se
20uL do Master Mix Il (15,75uL de &gua + 2uL de SALSA PCR + 1uL de PCR Buffer +
luL de Primer + 0,25uL da enzima Taq Polimerase) a cada tubo. Iniciou-se
imediatamente a reacdo de PCR nas seguintes condi¢fes: 30 segundos a 95°C, 30
segundos a 60°C, 1 minuto a 72°C, por 35 ciclos. E ao final dos ciclos, 20 minutos a
72°C.

IV) Separacéo dos Produtos Amplificados (Eletroforese Capilar):

O produto da PCR foi diluido em agua na proporg¢do de 1:20. Em uma placa de
sequenciamento foi colocado 1uL da PCR diluida + 9uL de formamida + 0,075uL de
marcador de tamanho padrdo (ROX500). A placa foi levada ao termociclador a 96°C
por 3 minutos, incubada imediatamente no gelo por cerca de 3 minutos e levada para
leitura em sequenciador automético ABI3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®).
V) Visualizacéo e Andlise dos Resultados:

A visualizacdo e analise dos resultados foi realizada com o programa
SoftGenetics GeneMarker® V2.2.0 (Copyright SoftGenetics LLC) com base em
planilhas fornecidas on line no site <http://www.softgenetics.com>.

Para as amostras que apresentaram alguma alteracdo, a analise foi repetida para

confirmagéo do resultado.
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Tabela 3: Sondas do Kit SALSA MLPA P187-B1 holoprosencephaly

Gene Exon Tamanho da Gene Exon Tamanho da
Sonda (nt) Sonda (nt)
1 GLI2 195 25 FBXW11 Exonl4 301
2 GLI2 154 26 SIX3 Exonl 436
3 GLI2 Exonl 265 27 SIX3 Exonl 214
4 GLI2 Exonl 355 28 SIX3 Exon2 463
5 GLI2 Exon 2 166 29 SIX2 Exon2 123
6 GLI2 Exon3 472 30 SIX2 Exonl 346
7 GLI2 Exon4 418 31 TGIF1 Exon3 292
8 GLI2 Exon5 232 32 TGIF1 Exon6 445
9 GLI2 Exon6 283 33 TGIF1 Exon8 142
10 GLI2 Exon7 364 34 TGIF1 Exon9 208
11 GLI2 Exon8 337 35 TGIF1 Exon9 391
12 GLI2 Exon8 220 36 ZIC2 Exonl 318
13 GLI2 Exon9 274 37 ZIC2 Exon3 498
14 GLI2 Exon9 226 38 ZIC2 Exon3 130
15 GLI2 Exonl0 382 39 PTCH1 Exonl6 148
16 GLI2 Exon1l 427 40 (TTRGEEA%O Exon3 325
17 GLI2 Exon12 160 41 (TTRGEEA%O Exon? 202
18 GLI2 Exon13 178 42 (TTRGEEA%O Exon21 247
19 SHH Exonl 184 43 Controle 11924 171
20 SHH Exonl 238 44  Controle 11913 190
21 SHH Exon2 136 45 Controle 7931 310
22 SHH Exon3 373 46 Controle 220911 454
23 FBXW11 Exon2 409 47 Controle 1p21 481
24 FBXW11 Exon8 256 48 Controle 7922 490

nt = Nucleotideos.



Tabela 4: Sondas do Kit SALSA MLPA probemix P036-E1 Human-telomere-3.

Tamanho (nt)

Posicdo cromossdmica

Gene detectado

1
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130
136
142
151
158
166
172
179
186
193
202
208
219
227
235
242
250
258
265
274
283
289
298
307
313
322
330
337
346
355
361
372
379
386
395
402
411
418
426
434
441
450
458
466
475
483

1p
2p
3P
4p
5P
6P
p
8p
9p
10p
11p
12p
13g-cen
14qg-cen
15g-cen
16p
17p
18p
19p
20p
21g-cen
22q-cen
Xp/Yp (PAR1)
1q
2q
3q
4q
5q
6
6
q
9q
10q
11q
12q
13q
14q
15q
16q
17q
18q
19q
20q
21q
22q
Xa/Yq (PAR2)

TNFRSF4
ACP1
CHL1

PIGG (FLJ20265)
PDCD6
IRF4
ADAP1 (CENTA1)
FBX025
DMRT1
DIP2C (KIAA0934)
RICBA (RIC-8)
SLC6AL2
PSPC1
CONBL1IP1 (HEI10)
MKRN3
POLR3K
RPH3AL
USP14
CDC34
SOX12
RBM11
BID
SHOX
SH3BP5L (KIAA1720)
CAPN10
BDH1
TRIML2
GNB2L1
PSMB1
VIPR2
ZC3H3 (KIAA0150)
EHMT1
PAOX (PAO)

NCAPD3 (KIAA0056)
ZNF10

F7
MTAL
ALDH1A3
GASS (GAS11)
TBCD
RBFA (C180rf22)
CHMP2A (BC-2)
OPRL1
PRMT2 (HMT1)
RABL2B
VAMP7 (SYBL1)

nt = Nucleotideos.

39



40

4.3.2 Microarray-based Comparative Genomec Hibridization -
arrayCGH

A presenca de desequilibrios genémicos submicroscopicos foi investigada pela
técnica de hibridacdo gendmica comparativa baseada em microarranjo - arrayCGH.
Utilizamos a plataforma CytosureTM, ISCA v2 array 4X180K (Oxforg Gene
Technology, OGT, UK), esta andlise foi realizada no Centro de Estudo do Genoma
Humano na Universidade de S&o Paulo - USP, SP.

Esses oligoarrays contém quatro &reas com aproximadamente 180.000
oligonucleotideos de 60pb. Os procedimentos de purificacdo das amostras, hibridacéo e
lavagem foram realizados conforme descrito pelo fabricante, com algumas
modificag0es.

Na etapa de digestdo do DNA gendmico, foram utilizados 800 - 1.000 ng de
DNA, em volume final de 18 pL de reacdo, contendo 5 U de cada uma das enzimas
Alul e Rsal, 1,7 pg de BSA (albumina de soro bovino) e Buffer C 10X (10% do volume
final). As amostras foram digeridas por duas horas a 37°C em banho seco, seguindo-se a
inativacédo das enzimas, por 20 min a 65°C.

Para a marcacdo das amostras, foi utilizado o kit Cytosure Genomic DNA
Labelling kit (OGT, Oxford, UK). Os procedimentos e quantidades de cada reagente
seguiram as instrugdes do fabricante. Em resumo, foram adicionados random primers e
tampdo a reacdo da digestdo, seguindo-se a desnaturacdo do DNA por 3 min a 95°C e a
incubacdo em gelo por 5 min. Para a marcagéo, foram adicionados dNTP, Cy3-dCTP
(para a amostra teste) e Cy5-dCTP (para a amostra referéncia) e enzima Klenow. As
amostras foram mantidas por duas horas a 37°C em banho seco, procedendo-se em

seguida a inativagdo da enzima por 10 min a 65°C.
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As amostras marcadas foram purificadas, utilizando-se IllustraTM
ProbeQuantTM G-50 Micro Columns (GE Healthcare), de acordo com o protocolo do
fabricante. A quantificagdo do DNA gendmico marcado e a atividade especifica dos
fluorocromos Cy3-dCTP e Cy5-dCTP foram determinadas no espectrofotdmetro
NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies).

Na etapa de precipitacdo, 50pL do DNA teste (marcado com Cy3) e 50uL do
DNA referéncia (marcado com Cy5) foram adicionados a 10pug de Human Cot-1 DNA
(Invitrogen®), para o volume final de 105uL. Em seguida, foram adicionados NaAc (3
M, pH 5,0; 10% do volume final) e etanol 100% gelado (2,5X o volume final). As
amostras foram precipitadas por 15 min a -80°C ou por duas horas a -20°C. Apds
centrifugacdo a 13.200 rpm, por 15 min a 4°C, adicionou-se etanol 70% gelado as
amostras e procedeu-se a centrifugacao por mais 5 min a 13.200 rpm, descartando-se o
sobrenadante. Seguiu-se nova centrifugacdo por 1 min, descartando-se o sobrenadante.

O DNA marcado foi entdo ressuspendido em TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1
mM, pH 8,0) previamente aquecido a 72°C e mantido por 2 min a 72°C, seguindo-se
nova ressuspensdo em vortex. Para hibridacdo da amostra, foi utilizado o Agilent Oligo
a-CGH Hybridization kit (Agilent Technologies, Califérnia, USA). Foram adicionadas
as solugdes blocking solution 10X e hybridization buffer 2X e procedeu-se a
desnaturagdo por 3 min a 95°C, seguindo-se 30 min a 37°C. Adicionou-se todo o
volume das amostras as lamelas da Iamina de suporte do microarray (GASKET slide®)
e colocou-se a lamina de microarray sobre ela.

As amostras foram entdo hibridadas a 65°C por aproximadamente 20 horas. A
lamina de microarray foi mergulhada em Buffer 1 por 5 min, depois em Buffer 2
(previamente aquecido a 37°C) por 1 min, seguindo 10 segundos em acetonitrila

(Sigma-Aldrich, Missouri, USA) e 30 segundos em Stabilization Drying Solution. As
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imagens do array, obtidas com o Agilent High-Resolution Microarray scanner, foram
processadas e analisadas, utilizando o pacote de programas Feature Extraction e Agilent
Genomic Workbench (ambos da Agilent Technologies ®), usando o algoritmo estatistico
ADM-2 e o limiar de sensibilidade 6,0.

Apenas as alteragdes abrangendo 3 oligonucleotideos consecutivos com razéo
log2 alterada foram consideradas pelo programa como possivel alteragdo no numero de

copias de determinado segmento gendmico.

4.3.3 Multiplex PCR Liquid Chromatography - MPLC

A técnica MPLC foi realizada no Laborat6rio de Genética Molecular do Instituto
de Genética e Desenvolvimento da Faculdade de Medicina da Universidade de Rennes
1, na cidade de Rennes, Franca. Esta técnica foi desenvolvida no referido centro devido
a colaboracdo existente com a Profa. Dra. Veronique David, o que proporcionou um
periodo de 06 meses na Franca para o aprendizado do estudo de expressdao do Sonic
Hedgehog (APENDICE E). A MPLC foi utilizada para confirmar pequenas alteracoes
genbmicas, menores de 1Mb, encontradas em amostras de pacientes pela técnica de
arrayCGH. Consiste em uma PCR semiquantitativa e baseia-se na co-amplificacdo de
duas curtas sequéncias do DNA (menores de 300pb), uma sequéncia do gene estudado e
outra do gene de referéncia.

Inicialmente obtivemos as sequéncias dos primers flanqueando as regides de

interesse a partir do software Primer Premier 5 (tabela 5).
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Tabela 5: sequéncia dos primers utilizados na analise de MPLC e o tamanho do respectivo
fragmento gerado.

Tamanho do
Nome do Gene Nome do Primer Sequéncia do Primer amplicon (pb)
RB1F 5' cctccttaatttgggaaggttt 3'
RB1 151
RB1R 5' tggactagaaataatgtggctttg 3°
SIX3BF 5' caacgccacaacgacacg 3'
SIX3 114
SIX3BR 5" aatcgccctaatgacaacage 3°

A PCR foi realizada utilizando-se 50ng/uL de DNA e o mix da reagdo descrito

na tabela 6.

Tabela 6. Mix da reacéo da PCR e o respectivo ciclo.

Reagentes 1 reacéo Temperatura°C  Tempo Numero de ciclo

Agua ultrapura 3,8 uL 04 min

DMSO 3,5uL
94 10seg

Go Taq Buffer 5X 5uL
50 15seg x23

dNTP 4 mM 1,25 L
MgCI2 25 mM 1,25 uL 2 20seg
Go Tag 5U / puL 0,2 pL 72 5min

Volume total dO mix / tube 15 uL

A anélise foi feita por cromatografia liquida de alta pressdo (HPLC), e um
fluoréforo intercalante (SYBRgreen®) foi utilizado para marcar as sequéncias
amplificadas afim de capturar a fluorescéncia na saida da coluna. Um cromatograma das
sequéncias amplificadas de DNA referéncia e amostra estudada foi produzido para
visualizagdo dos picos formados. Um pico é equivalente ao gene de interesse e 0 outro
ao gene de referéncia, permitindo comparar e inferir a quantidade de amplificagfes dos
fragmentos gerados, confirmando ou excluindo as evidéncias de delecdo/duplicagéo

encontrada no arrayCGH (figura 3).



Amostra duplicada

Amostras normais

Amostra deletada

. . Gene referencia . nge de interesse . .
Figura 3: Cromatograma ilustrativo mostrando a interpretacdo de uma duplicacdo e uma delecéo.
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5. RESULTADOS

5.1 Grupo amostral

A avaliacdo clinica foi realizada em 124 pacientes pertencente ao HRAC com
hipdtese diagnostica para HPE. Apds avaliagdo, os pacientes foram classificados em trés
grupos de acordo com a apresentacdo fenotipica: 46 pacientes com HPE cléssica, 70
pacientes com microforma da HPE, e 08 pacientes com malformacdo multipla congénita
complexa (MMCC), os quais apresentavam algum sinal facial da HPE.

O grupo amostral deste trabalho apresentou ampla variagdo fenotipica (Figura
4), como os casos classicos de HPE isolados (Figura 4a), casos no qual um progenitor
apresentava fendtipo brando com hipotelorismo aparente (Figura 4b) e possuia filho
com fendtipo classico da HPE (Figura 4c), casos tipicos de microforma da HPE (Figura
4d), paciente com apenas hipotelorismo mas que ainda néo tiveram filhos (Figura 4e),
irmdos com anomalias brandas, tais como fissura de labio/ palato e incisivo maxilar

central tnico (ICMU), respectivamente (Figura 4f), e paciente com ICMU(Figura 4g).

. 4
Figura 4: Aspectos faciais de alguns pacientes com hipétese diagndstica para HPE pertencentes a
cauistica deste trabalho. a) Fendtipo cléssico para HPE; b) pai com hipotelorismo aparente; c) filho de B,
fendtipo classico para HPE; d) paciente com microforma da HPE; e) paciente com FLP e hipotelorismo
aparente; f) irmdos com anomalias, FLP na menina e ICMU no menino; g) caso isolado de ICMU.
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5.2 Avaliacdo molecular

A analise molecular foi realizada em 124 pacientes com hipétese diagnostica
para HPE e as técnicas utilizadas foram MLPA, arrayCGH e MPLC. As trés técnicas
ndo foram utilizadas em todos as amostras, assim segue o cronograma de aplicagéo das
mesmas.

A primeira avaliacdo genética realizada foi para detectar delec6es/duplicacdes
nos loci ja conhecidos para HPE e regides subteloméricas, atraves da técnica de MLPA,
utilizando o Kit SALSA MLPA P187 . Foram incluidas na anélise as 124 amostras de
DNA, das quais cinco apresentaram delecdo/duplicacdo (4%). Destes, trés casos
apresentaram delecdo no gene SHH (3/5), um caso apresentou delecéo no gene TGIF
(1/5) e um outro caso mostrou duplicagéo no gene ZIC2 (1/5).

As sondas deletadas por MLPA estdo descritas na tabela 7.

Tabela7: Relagdo das delecGes/duplicagdes encontradas por MLPA e os respectivos éxons dos
genes relacionados.

Casos Exons alterados Gene Tipo de HPE
1 1,2e3 del SHH Semilobar
2 1,2e3 del SHH Lobar
3 1,2e3 del SHH Semilobar
4 3,6,8e9 del TGIF Alobar
5 le3 dup ZIC2 Lobar

del= delecéo; dup= duplicagdo

A segunda avaliacdo molecular foi a analise por MLPA utilizando o Kit SALSA
MLPA P036. Nessa avaliacdo, analisamos todas as amostras de DNA, excetuando-se
aquelas que apresentaram variagdes na analise realizada pelo Kit SALSA MLPA P187,
totalizando 119 amostras de DNA. Nenhuma alteracdo foi identificada, mostrando que
na presente casuistica parece ndo haver comprometimento das regides cromossdmicas

subteloméricas.
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ApoGs a verificagdo por MLPA, 26 amostras, excluindo as com alteracfes ja
identificadas, foram selecionadas para a realizacdo da proxima etapa. A selegcdo ocorreu
pela relevancia clinica apresentada pelos pacientes, dessa forma foram incluidos nesta
analise 19 casos com fendtipo classico da HPE, quatro casos com microforma da HPE,
sendo dois com FLP e hipotelorismo e dois com ICMU isolados, e 3 casos com
malformacBes mdltiplas. Utilizou-se a técnica de arrayCGH para detectar
delecdes/duplicacbes em outras regides do genoma que pudessem ser associadas ou ndo
com o espectro clinico de HPE.

Neste grupo amostral encontramos nove alteracbes cromossomicas (34,6%),
sendo quatro duplicacgdes (4/9), quatro delecdes (4/9) e um rearranjo complexo (1/9). Os

resultados estdo descritos na tabela 8.



Tabela 8: Alteracfes cromossdmicas encontradas na anélise genética através da técnica de arrayCGH.

Caso Banda cromossémica Alteracdo Tamanho (Mb) Posicéo Fendtipo
1p36.33-p36.32 del 1,7 chrl:1023846-2761528
1p36.32 del 14 chr1:3696933-5200401
6 1p36.31-p36.23 del 0,83 chr1:6882352-7718050
(RCC) 1p36.21 del 0,94 chr1:14012378-14992103 MMEe
p :
1p36.13-p36.12 del 3,7 chrl:17213968-20934341
1p36.11-p35.3 dup 59 chr1:24146844-30208750
7 2p25.2 - 2p25.1 dup 1,2 chr2:6303390-7531358 Microforma
8 2p21 del 0,01 chr2:45168227-45169397 HPE
9 2p21 del 0,012 chr2:45168083-45169270 HPE
10 2p21 dup 0,01 chr2:45168083-45169270 HPE
11 8p23.3 del 0,13 chr8:229644-360626 HPE
12 10p15.3 del 5,6 chrl0:2844518-8445789 FLP
13 13914.2 dup 0,014 chr13:49050517-49065273 HPE
14 X013.3 dup 0,18 chrX:74463936-74647795 MMCC
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Apos andlise por arrayCGH, as alteracbes cromossémicas (delecdes/duplicacdes)
menores que 1Mb foram validadas pela técnica MPLC.

De acordo com a tabela 9, quatro alteracGes apresentaram tamanho inferior a 1Mb:
duas delec¢des em 2p21 (casos 8 e 9), uma duplicacdo em 2p21 (caso 10) e uma duplicagcdo em
13914.2 (caso 13). Na analise por MPLC, apenas duas alteracdes foram confirmadas, uma

duplicacdo em 2p21 (caso 10) (Figura 5) e uma delecdo em 13p14.2 (caso 13) (Figura 6).

Figura 5: Analise de H-MPLC para confirmar as 3 detectadas por arrayCGH no gene SIX3 localizado em 2p21.
(a e b) O primeiro pico refere-se ao gene de interesse SIX3 e o segundo pico, pico controle, refere-se ao gene
PGD1 localizado no cromossomo 11. (a) a linha preta refere-se ao caso 8, mostrando que ndo houve alteracdo no
gene SIX3. (b) A linha rosa refere-se ao caso 9 e a linha azul refere-se ao caso 10, mostrando duplicagdo no gene

SIX3 no caso 10.

<

Figura 6: Analise de H-MPLC para confirmar é delecdo detectada por arrayCGH no gene RB1 localizado em
13g14.2. O primeiro pico refere-se ao gene PGD1, pico controle, e 0 segundo pico refere-se ao gene de interesse,
0 RBL1. A linha rosa refere-se ao caso 13, mostrando a duplicacdo do gene RB1.
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Dentre os pacientes analisados neste trabalho, 14 apresentaram delegOes ou
duplicacbes em genes da HPE ou em outras regides cromossdmicas. Os dados referentes as
caracteristicas faciais dismorficas, bem como outras caracteristicas clinicas, e os resultados
moleculares estdo descritos na tabela 9. A descricdo clinica dos 14 pacientes esta apresentada

no apéndice A.



Tabela 9: Caracteristica clinica e gene/regido cromossdmicas alteradas na casuistica deste trabalho.

Pacientes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

genes alterados regido cromossdmica alterada

Anomalias SHH SHH SHH TGIF ZIC2 1p36 2p25.2 2p21 2p21 2p21 8p23.3 10pl15.3 13qld.4 Xqgl3.3
Craniofaciais

Macrocefalia X X

Microcefalia X X X X X X X

Hidrocefalia X X

Dolicefalia X

Cranio pequeno X

Estreitamento bitemporal X

sutura metopica proeminente X

Face

Perfil plano X X X

Frontal planio X

Olhos

ponte supra ortibal rasa X

Hipotelorismo X X X X X X X X X

Olhos proeminentes X X

Olhos pequenos X

epicanto inverso X

Sombrancelhas arqueadas X

Cilios longos X

Anafitalmia X

microfitalmia X X




Tabela 9: Caracteristica clinica e gene/regido cromossdmicas alteradas na casuistica deste trabalho (continuacéo).

Pacientes
1 2 3 4 5 6 7 8

genes alterados

9 10 11 12 13 14
regido cromossdmica alterada
Anomalias SHH SHH SHH TGIF ZIC2 1p36 2p25.2 2p21 2p2l1 2p21 8p23.3 10pl5.3 13qld.4 Xqgl3.3
Fenda palpebrais
pequena e estreita
Obliqua para cima X
Nariz
Hipoplasia
Base baixa X X X
Ponte larga
Ponte baixa
ponte estreita
agenesia de septo X
Hipoplasia de septo X
narina antivertida

X

Boca
Pré maxila hipoplasica
Maxila Hipoplasica X X
agenesia de pro labio
retrognaia
queixo proeminente X
Fissura
Pré forame bilateral completa
Pré forame mediana completa
transforame mediana
Transforame bilateral

X X X
Transforame Unilateral a esquer-
da

Pré forame unilateral a esquerda

X X
Tranforame unilateral a direita X X




Tabela 9: Caracteristica clinica e gene/regido cromossdmicas alteradas na casuistica deste trabalho (continuacéo).

Pacientes
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
genes alterados regido cromossdmica alterada
Anomalias SHH SHH SHH TGIF ZIC2 1p36 2p25.2 2p21 2p2l1 2p21 8p23.3 10pl5.3 13qld.4 Xqgl3.3
Orelhas
Largas e proeminentes X
Halux curto e largo X
Microtia tipo | X
I6bulo andmalo X
anti hélice invertida X X
rodadas X
ADNPM X X X X X
Ressonanicia Magnética
Holoprosencefalia lobar X
fusdo dos talamos na linha média X
anomalia dos hemisférios X
hipoplasia do VIII nervo craniano X
Agenesia de corpo caloso X




Tabela 9: Caracteristica clinica e gene/regido cromossdmicas alteradas na casuistica deste trabalho (continuacéo).
Pacientes

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

genes alterados regido cromossémica alterada

Anomalias SHH SHH SHH TGIF ZIC2 1p36 2p25.2 2p21 2p21 2p21 8p23.3 10pl15.3 13gl4.4 Xql3.3
Outros

Meningocele X

Genitalia ambigua X

escroto bifido X

penis invertido X

Dificuldade para alimentar X

Criptorquidia X X

cardiopatia X X X X

Anus imperfurado X

Desvio ulnar de maos

polegar largo

pés tortos

sindactilia X X

polidactilia X

disfagia X

mega colon X

artelhos sobrepostos X

hidronefose X

disfagia X

punhos cerrados X

hemangioma facial X
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6. DISCUSSAO

No presente trabalho, analisamos 124 individuos com defeito na linha média
craniofacial utilizando as técnicas de MLPA, para todos os 124 individuos, e arrayCGH, para
um grupo de 24 individuos selecionados pela similaridade clinica ou pela presenca de algum
aspecto relevante no fenotipo. Os resultados clinico e molecular dos individuos os quais
apresentaram delecdo e/ou duplicacdo, mas que necessitam de estudos adicionais, serdo
discutidos a seguir. Na sequencia, apresentaremos 0s casos que foram submetidos para
publicagdo e estdo descritos e discutidos em forma de artigo cientifico no apéndice desta tese.
O genoma humano pode ser moldado por muitos mecanismos mutacionais 0s quais resultam
em variacdes estruturais causadoras de anomalias congénitas ou doencas. Alguns rearranjos
sdo causados por quebra na dupla fita do DNA (DSBs), geralmente delecdes, duplicacdes,
inversdes ou translocacBes e acontecem em células germinativas ou somaticas. (HOLLAND e
CLEVELAND, 2012; SOBREIRA et al., 2011).

O caso 7 (figura 13a) relatado no presente trabalho apresenta fissura transforame
bilateral, fendas palpebrais para cima e ICMU, caracterizando o individuo como portador de
microforma da HPE. Esse individuo apresentou uma delecdo cromossémica de 1,2Mb em
2p25.2-p25.1 (figura 13b).

Monossomia de 2p é frequentemente encontrada em casos com grandes
delecBes/duplicacbes devido a presenca de translocacdes balanceadas/reciprocas ou
cromossomos em anel presentes nos progenitores. Assim, a correlacdo gendtipo/fenotipo é
complexa, uma vez que as monossomias/trissomias de 2p variam em tamanho (Mb) e
composicdo génica. DelecBes subteloméricas 2pter foram encontradas em alguns casos
associados a ADNPM, microcefalia e caracteristicas dismdrficas (AVIRAM-GOLDRING et

al., 2000; DEE et al., 2001; RAVNAN et al., 2006; GRUCHY et al., 2007; ZOU et al., 2007).
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Dois dos casos anteriormente relatados foram estudados utilizando a técnica de
arrayCGH. Aviram- Oldring et al. (2000) identificaram uma duplicacdo de novo em 2p23-
p25.2 seguida de uma dele¢do em 2p25.3 em uma menina com caracteristicas dismorficas,
atraso no desenvolvimento, hipotonia e cegueira cortical transitéria. Zou et al. (2007)
descreveram uma paciente com retardo mental e problemas comportamentais, portadora de
uma translocacgéo desequilibrada der(2)t(2;16) p25.3;924.3) resultando em delecdo de 2p25.3
e uma duplicacdo de 16p24.3. Além desses, Lo-Castro et al. (2009) relataram uma menina
portadora de uma dele¢do de novo 2p25.2 com autismo, ADNPM moderado, microcefalia,
agenesia do nervo optico direito e caracteristicas dismorficas.

Shaffer et al. (2006) usando arrayCGH, identificaram alguns individuos portadores de
CNVs em 2p25 em um grande nimero de casos com amplo espectro clinico, incluindo
ADNPM , convulsdes e anomalias congénitas. No entanto, o significado clinico das alteracdes
identificadas em 2p ainda ndo esta claro devido ao tamanho pequeno e a indisponibilidade de
verificacdo da origem dessas alteracdes (herdadas/de novo).

De acordo com o Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
using Ensembl Resources (DECIPHER, http://decipher.sanger.ac.uk/) hd uma paciente
(#249996-DECIPHER) que apresenta uma delecdo de novo em 2p25.1, CNV, com
hipertelorismo, ADNPM, hipotonia, crises convulsivas e ICMU.

Destacamos que o caso 7 é o sexto filho fissurado de casal consanguineo e que
apresenta ICUM como Unico estigma clinico, em comum, quando comparado com 0 caso
(#249996-DECIPHER). Esses resultados nos direcionam para uma investigacdo genética nos
pais e irmdos do paciente para elucidar fatores genéticos em 2p25.2-p25.1 para o referido
fenotipo. No entanto, comparando-se os achados clinicos em todos esses pacientes relatados,

ndo foi possivel estabelecer uma correlacdo definitiva entre a gravidade do fenotipo e do
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tamanho ou tipo de alteracdo. Assim, outros casos deverdo ser apresentados para que
consigamos realizar correlagdes gendtipo/fendtipo e esclarecer a importancia desta regido
cromossémica na genética clinica.

O caso 14 apresentou uma duplicacdo envolvendo o cromossomo X (tabela 8), de
18Kb em Xqg13.3 identificada por arrayCGH. Ele é um individuo do sexo masculino que
apresenta caracteristicas clinicas como: estrabismo divergente, narinas antivertidas, “abertura”
do palato mole devido teratomas faringeos, baixa implantacdo das orelhas, hélices
simplificadas e malformadas, anti hélice anémala, disfagia, punhos cerrados, hipotonia e
ADNMP (figura 20a).

Mansouri et al. (2005) relataram uma menina com t(X;15)(q13.3;cen) que apresentou
grave deficiéncia intelectual e QI inferior a 30, dismorfismo facial caracterizado por nariz
pequeno, epicanto, palato alto, grandes incisivos, linha capilar posterior baixa, maos pequenas
com clinodactilia no quinto dedo, pés pequenos com posicdo de plano-valgo, auséncia da
fala, dificuldades sociais com episddios de raiva e dificuldade em realizar tarefas diarias.

ArrayCGH identificou pontos de quebra no cromossomo 15, 4,5Mb distal a posicao da
sindrome de Prader-Willi (PWS), e no cromossomo X a quebra ocorreu no éxon 1 do gene
ZDHHC15. Estudo de metilacdo confirmou a inativacdo total dos cromossomos X normais,
evidenciando que delecdo no gene ZDHHC15 esté relacionada a deficiéncia intelectual nao
sindrémica ligado ao X (XLMR). Duplicacdo no braco longo do cromossomo X (Xq) inclui
duplicacdes intra cromossémica, trissomias parciais resultantes de translocacdo nao
balanceada entre cromossomos autossomo ou cromossomo Y e outras alteracdes ligadas ao X.
A inativacdo do cromossomo X desempenha um importante papel na expressdo clinica destes
desequilibrios cromossdmicos gerando um fenotipo mais sutil nas mulheres que nos homens

(CHEN et al., 2005). Grandes duplicacdes Xq sdo raras, e nos homens estdo associadas a
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maltiplas anomalias congénitas e ADNPM (CHEN et al., 2005; GABBETT et al., 2008;
LUGTENBERG et al., 2009). Chen et al. (2005) caracterizaram o fendtipo da duplicacdo Xq
em homens basicamente como a presenca de hipotonia, genitdlia hipoplasica,
criptorquidismo, malformacgédo craniofacial, dificuldades para alimentacdo, alteracOes
endodrinas e ADNPM.

Sismani et al. (2013) descrevem, pela primeira vez, uma autépsia em um feto
masculino portador de uma duplicacdo de 14,5Mb em Xql13.2-q21.3. O feto apresentou
aumento de translucéncia nucal, polidramnio, macrossomia simétrica, hipertelorismo, olhos
proeminentes, prega simiesca, atreseia esofagica, anomalias cardiacas, hepatomegalia,
esplenomegalia e torax saliente, demonstrando que o fenotipo da duplicacdo Xq é variado e
associado aos genes presentes na duplicacéo.

O caso relatado no presente estudo, associado aos casos da literatura citada, demonstra
que o fendtipo para dup(Xq) € variado. Mansouri et al., (2005) sugerem que 0 gene
ZDHHC15 ¢ candidato para LXMR nao sindrémica devido ao alto grau de conservacgdo deste
gene em diferentes espécies e com aparente funcdo no desenvolvimento. A duplicacdo em
Xq13.3, no nosso caso &, insuficiente para justificar o quadro clinico descrito, porém
corrobora para a necessidade de descricdo de outros casos para possibilitar correlacdo
gendtipo/fenotipo mais precisa.

Os casos 08 e 09 apresentaram delecdo de aproximadamente 1 Kb na regido
cromossémica 2p21 pela anélise de arrayCGH, no entanto esta alteracdo ndo foi confirmada
pela analise MPLC. Ambos os casos apresentam feno6tipo classicos da HPE e, o fato do gene
SIX3 estar localizado nessa regido cromossdmica, esta delecdo explicaria o fenotipo dos
individuos. Contudo, como a delecdo é pequena e ndo foi possivel validar o resultado do

arrayCGH, consideramos o resultado normal. Mantivemos a apresentacéo dos casos no estudo
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para ressaltar a importancia da validacdo das analises, mesmo que genes na regido alterada
estejam associados ao fenotipo do paciente.

Os resultados clinicos e moleculares dos outros dez casos pertencentes a este estudo
resultaram na elaboracao de 03 artigos cientificos submetidos a publicacdo. O primeiro refere-
se ao relato clinico e molecular do paciente 12. Este paciente apresentou apenas fissura de
labio/palato e leve hipotelorismo como caracteristicas da HPE, assim fizemos um relato
separado pois diferia do fenétipo tipico da microforma de HPE. O artigo foi aceito para
publicacdo no periddico Molecular Syndromology. Portanto, a discussao referente a este caso
encontra-se no apéndice - artigos enviados para publicacio (APENDICE B).

O segundo artigo elaborado relata os achados clinicos e moleculares dos pacientes 1,
2, 3, 4,5, 10, 11 e 13. Portanto, a discussao pertinente a estes casos encontra-se no artigo
submetido ao periodico American Journal of Medical Genetics, em avaliacdo pela revista, no
apéndice - artigos enviados para publicacio (APENDICE C).

O caso 6 , o qual apresentou fenotipo sindrdmico associado ao espectro de HPE com
cinco delecdes e uma duplicacdo esta descrito no artigo submetido a publicacdo no periddico
Molecular Genetics and Genomics, em avaliacdo pela revista, no apéndice - artigos enviados

para publicacdo (APENDICE D).
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7. CONCLUSAO

A HPE é uma malformacdo do SNC devido a uma falha na divisdo dos hemisférios
direto e esquerdo do cérebro. Sabe-se que sua etiologia € mdltipla e complexa. Evidéncias
genéticas sdo apresentadas todo ano por diversos grupos que estudam HPE e a correlacéo
gendtipo/fenotipo continua sendo um desafio para os geneticistas.

O presente estudo teve como objetivo identificar microdele¢des/duplicagfes e novos
genes ou regiBes cromossomicas relacionadas com a HPE. Apds analise molecular
concluimos que:

- a metodologia utilizada neste estudo permitiu a identificacdo de dele¢des/duplicacbes
presentes nos individuos estudados, destacando dele¢6es/duplicacdes nos genes ja descritos
como SHH, ZIC2, SIX3 e TGIF; e suas correlacdes genotipo/fendtipo.

- microdelecBes/microduplicacbes em novas regies cromossdmicas foram
identificadas como delecdo em 8p23.3 e duplicagdo em 13g14.2;

- identificamos um recente mecanismo de rearranjo cromossdmico, chromotrypsis, em
um caso cujo fenotipo envolvia maltiplas malformacdes e sinais faciais de HPE.

A identificacdo de novos genes para HPE, como proposto neste trabalho, ndo foi
realizada uma vez que as alteracdes genéticas apresentadas nao permitiram a nomeacao de um
gene especifico que pudesse interferir diretamente no fenoétipo dos pacientes envolvidos.

Analises de expressdo génica em modelo animal é uma boa estratégia a ser utilizada,
em trabalhos futuro, na validacdo de novos genes ou vias metabolicas associadas ao
desenvolvimento da linha média. No apéndice E apresentamos um breve relatorio sobre as
atividades realizadas durante o Programa Institucional de Bolsas de Doutorado Sanduiche no
Exterior (PDSE) realizado na Faculdade de Medicina da Universidade de Rennes I, Rennes -

Franca, onde a participacdo no projeto de pesquisa ,vinculado a Universidade de Rennes I,
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intitulado “Entendendo as bases moleculares de uma doenca do prosencéfalo:
holoprosencefalia”, permitiu o aprendizado das técnicas de expressao para que as mesmas

possam ser implantadas e desenvolvidas em estudos futuros.
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APENDICE A

Descricéo clinica e molecular dos casos

Caso 1. O paciente foi avaliado aos quatro anos de idade pelo geneticista clinico do Hospital
de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados coletados informaram que houve
acompanhamento pré-natal materno, nascimento pré-termo de 36 semanas, sem
intercorréncias. O histdrico pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade
materna 26a e paterna 40a), relata que irméo apresenta FLP sem outras anomalias (irmdo néo
estava presente na consulta). Na avaliacdo genético clinica aos quatro anos seus dados
antropométricos foram, peso (P) = 12,000g e estatura (E)= 88cm; fissura unilateral
transforame direita; microcefalia; defeito de escalpa ndo congénito; fécies grosseira,;
microftalmia bilateral; queixo proeminente com reentrancas; hipospadia; escroto bifido;
cripitorquidia; mega colon congénito; sindactilia dos artelhos 2 e 3 a esquerdae2e3ede5
a direita; disturbio de linguagem;, hipotonia generalizada; crises convulsivas e ADNPM. A
avaliacdo citogenética por bandamento GTG revelou cariétipo 46,XY. A avaliacdo molecular

por MLPA realizada no presente estudo revelou 46,XY.mlpaSHH(P187)x1. Figura 7.
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Figura 7: a) Aspecto facial do caso 1; b) delecdo no gene SHH detectada por MLPA. Os pontos verdes sao
sondas presentes nos genes relacionados a HPE, azuis sdo sondas controle e vermelhos sdo sondas presentes no

gene SHH, deletadas.
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Caso 2. A paciente foi avaliada aos quatro meses pelo geneticista clinico do Hospital de
Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram que houve
acompanhamento pré-natal materno, porem relata dois abortos espontaneos ao sétimo e oitavo
més de gestacdo, respectivamente. Seu histérico pediatrico revelou ser filha de casal ndo
consanguineo (idade materna 26a e paterna 28a). Durante a avaliagdo genético clinica os
dados antropométricos foram, P= 4,850g, E= 57cm, perimetro cefalico (PC)= 34 cm; fissura
mediana transforame;, microcefalia; frontal pequeno; base baixa; anoftalmia a E;
microftalmia & D; artelhos sobrepostos; orelhas rodadas e anémalas e posi¢cdo do pescogo
reclinada para trés. A avaliacdo citogenética por bandamento GTG revelou cariotipo 46,XX.
A avaliacdo molecular por MLPA realizada nesse estudo revelou 46,XX.mlpaSHH(P187)xL1.

N&o ha registro fotografico do presente caso. Figura 8.
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Figura 8: Delecdo no gene SHH detectada por MLPA. Os pontos verdes sdo sondas presentes nos genes
relacionados a HPE, azuis sdo sondas controle e vermelhos sdo sondas presentes no gene SHH, deletadas.
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Caso 3 — O paciente foi avaliado aos 30 dias de idade pelo geneticista clinico do Hospital de
Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno; episodio de infec¢do vaginal tradada rapidamente com
aplicacdo de pomada no local e diabetes no oitavo més de gestagdo (controlada com
alimentacdo); nascimento pré-termo de 37 semanas, sem intercorréncias. Seu histdrico
pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade materna 24a e paterna 25a).
Durante a avaliagdo genético clinica seus dados antropométricos foram, P= 44009, E=
51,7cm, PC= 34cm; fissura unilateral transforame direita; hipotelorismo ocular; base e ponte
nasal achatadas; agenesia de septo nasal; retrognatia; anti hélice invertida; pescoco curto;
cardiopatia congénita; hidronefose a direita; penis invertido na bolsa escrotal; sindactilia
parcial 2° e 3° artelhos a direita e implantagdo andmalas de 3° artelho & esqueda. A avalia¢éo
citogenética por bandamento GTG revelou cariotipo 46,XY. A avaliagdo molecular por

MLPA realizada no presente trabalho revelou 46,XY.mlpaSHH(P187)x1. Figura 9.

Adjust Ratio: 1.01 ; ; ;
2 b oo prrroneeees e T fromeee
2 _.f .......................... | J: .......................... Lo
. i
] rosanananess framenennne s besnenee
14 ]
o R R ll-ﬂ-li;..--lrmul.-“'-l-'-.n:ﬂll-'l,lul-} ---------
T AU S MR R —
[ T e L LT LT Lecemmeaanaan JI .......................... Leceaaans
: 4
T T T T T T
0 100 200 300 400 500
Size (bps)

igura 9: a) Aspecto facial do caso 3; b) delecdo no gene SHH detectada por MLPA. Os pontos verdes séo
sondas presentes nos genes relacionados a HPE, azuis sdo sondas controle e vermelhos sdo sondas presentes no
gene SHH, deletadas.
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Caso 4 — A paciente foi avaliada aos trés meses de idade pelo geneticista clinico do Hospital
de Reabilitagio de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, ameaca de aborto no sexto més, e parto cesariano com
37 semanas, sem intercorréncias. Seu histérico pediatrico revelou ser filho de casal nao
consanguineo (idade materna 27a e paterna 28a), peso ao nascimento (PN)=2,500g, estatura
ao nascimento (EN)= 46cm e perimetro cefalico ao nascimento (PCN)= 31cm, necessitou de
internacdo com um més devido a febre persistente ndo acompanhado de crises convulsivas.
Durante a avaliagcdo genético clinica seus dados antropométricos foram, P= 4,600g , E=
55,8cm, PC= 34cm, fissura mediana pré-forame completa, microcefalia, fonte estreita, sutura
metdpica proeminente, hipotelorismo ocular, fendas palpebrais para cima, agenesia de septo
nasal, aparente distarbio do sono. Seu pai apresenta hipotelorismo aparente. A avaliacdo
citogenética por bandamento GTG revelou caridtipo 46,XX. A avaliacdo molecular por
MLPA revelou 46,XY.mlpaTGIF(P187)x1. Figura 10.
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Figura 10: a) Aspecto facial do caso 4; b) delecdo no gene TGIF detectada por MLPA. Os pontos verdes sdo
sondas presentes nos genes relacionados a HPE, azuis sdo sondas controle e vermelhos sdo sondas presentes no
gene TGIF, deletadas.
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Caso 5 — A paciente foi avaliada aos dois meses de idade pelo geneticista clinico do Hospital
de Reabilitagio de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, porem relata uso de medicamentos referentes a um
episodio de gripe forte acompanhada de febre alta, sem intervencgdes gestacionais e nega uso
abusivo de alcool e cigarro. Seu histdrico pediatrico revelou ser terceira filha de casal nao
consanguineo (idade materna 40a e paterna 31a) com histérico de um aborto espontaneo,
nascimento pré-termo de 36 semanas, PN= 2,675g e EN= 45cm. No primeiro més de vida a
menor precisou de ventilagdo mecanica por duas vezes e teve crises convulsivas seguidas de
internacdes recorrentes. Durante a avaliagdo genético clinica seus dados antropométricos
foram, P= 4,095g, E= 51,5cm e PC= 36,5; fissura transforame bilateral atipica; agenesia de
pré labio; ponte nasal baixa; hemangioma plano na regido das palpebras e occipital;
hipotelorismo aparente; base e ponte nasal baixa; perfil plano; l6bulo esquerdo anémalo;
polidactilia pds axial de maos; digitos afilados; cardiopatia congénita; hipoplasia ungueal nos
pés; crises convulsivas; disfagia e ADNPM. A avaliacdo citogenética por bandamento GTG
revelou caridtipo  46,XX. A avaliacdo  molecular por MLPA revelou

46,XX.mlpazZIC2(P187)x3. Figura 11.
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Figura 11: a) Aspecto facial do caso 5; b) duplicagdo no gene ZIC2 detectada por MLPA. Os pontos verdes sao
sondas presentes nos genes relacionados a HPE, azuis sdo sondas controle e vermelhos sdo sondas presentes no

gene ZIC2, duplicados.
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Caso 6 — O paciente foi avaliado aos cinco meses de idade pelo geneticista clinico do
Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, sem intervengdes gestacionais. Mae nega uso de alcool,
drogas e medicamentos durante a gravidez. Seu histdrico pediatrico revelou ser primeiro filho
de casal ndo consanguineo (idade materna 18a e paterna 29a), nascimento a termo, auséncia
dos dados antropométricos, quadro sindrémico associado a holoprosencefalia, dificuldade
respiratoria e crises convulsivas. Durante a avaliacdo genético clinica apresentou P= 4,715g,
E= 59,4cm e PC= 38,1; microcefalia; hidrocefalia; FLP pré forame completa; hipotelorismo
ocular; fendas palpebrais pequenas e estreitas; nariz hipoplasico; pré maxila hipoplasica;
orelhas largas e proeminentes; desvio ulnar das maos; polegar largo; genitalia ambigua; pés
tortos; halux curto e largo; ADNPM e meningocele. A avaliacdo citogenética por
bandamento GTG revelou cariotipo 46,XY. A avaliagdo molecular por arrayCGH revelou
[arr 1p36.33-p36.32 (1023846-2761528)x1]; [arr 1p36.32 (3696933-5200401)x1]; [arr
1p36.31-p36.23 (6882352-7718050)x1]; [arr 1p36.21 (14012378-14992103)x1]; [arr
1p36.13-p36.12 (17213968-20934341)x1]; [arr 1p36.11-p35.3 (24146844-30208750)x3].

Figura 12.
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Figura 12: a) aspecto facial do caso 6; (b,c, d, e, f, g) dele¢des/duplicacdo detectada por array-CGH mostrando
um rearranjo complexo em 1p36.33 — 1p35.3. b) dele¢do de 1,7Mb em 1p36.33-p36.32; ¢) delecdo de 1,4Mb em
1p36.32; d) delecéo de 0,83Mb em 1p36.31-p36.23; €) delecdo de 0,94Mb em 1p36.21; f) delecdo de 3,7Mb em
1p36.13-p36.12 e g) duplicacdo de 5,9Mb em 1p36.11-p35.3.
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Caso 7 — O paciente foi avaliado aos seis anos de idade pelo geneticista clinico do Hospital de
Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram auséncia de pré-
natal materno, mas relata ndo haver intervencdes gestacionais. Mae negou uso de alcool,
cigarro e medicamentos durante a gravidez. Seu histdrico pediatrico revelou ser o sexto filho
fissurado entre 17 filhos gerados (6 fissurados e 11 sem fissuras) de casal consanguineo
(idade materna 39a e paterna 42a), nascimento a termo, P=2,500g , choro imediato e crises
convulsivas a partir do terceiro més de idade. Durante a avaliacdo genético clinica apresentou
P= 16,2009, E= 108cm, PC= 47,5; fissura transforame bilateral; fendas palpebrais obliquas
para cima e ICMU. A avaliagdo molecular por arrayCGH revelou [arr 2p25.2-p25.1

(6303390-7531358)x3]. Figura 13.
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Figura 13: a) aspecto facial do caso 7; b) duplicacdo detectada por arrayCGH de 1,2Mb em 2p25.2-p25.1.
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Caso 8 — A paciente foi avaliada aos 6 meses de idade pelo geneticista clinico do Hospital de
Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram pré-natal
materno com ingestdo de &cido fdlico e sulfato de ferro a partir do terceiro més de gestacéo,
sem intervencgdes gestacionais, mde negou uso de alcool, cigarro e medicamentos durante a
gravidez. O histérico pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade materna
29a e paterna 34a), nascimento a termo, P=4,350g , EN= 54cm, PC=47cm, apgar 3/5; fissura
transforame unilateral a esquerda; macrocefalia e hipotelorismo ocular. Durante a avaliagdo
genético clinica apresentou P= 8,350g, E= 70cm e PC= 52; fissura transforame unilateral a
esquerda; macrocefalia; hidrocefalia; estreitamento bitemporal; hipotelorismo ocular; base
nasal baixa; hipoplasia de septo nasal; crises convulsivas e ADNPM. Ressonancia magnética
do cranio revelou holoprosencefalia alobar e agenesia de corpo caloso. A analise citogenética
revelou cariotipo 46,XX. A avaliacdo molecular por arrayCGH revelou [arr 2p21 (45168227-
45169397 )x1]. Figura 14.
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Figura 14: a) aspecto facial do caso 8; b) dele¢do detectada por arrayCGH de 0,01Mb em 2p21.
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Caso 9 — O paciente foi avaliado aos 40 dias de idade pelo geneticista clinico do Hospital de
Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, nascimento pré-termo de 38 semanas, Sem
intercorréncias. O histdrico pediatrico revelou ser segundo filho de casal ndo consanguineo
(idade materna 22a e paterna 24a), PN= 3,300g , EN= 49cm), mée relata que irm@o nao
apresenta anomalias (irmdo ndo estava presente na consulta). Durante a avaliacdo genético
clinica seus dados antropométricos foram, P= 3,560g, A= 53,2cm, PC= 33,5cm, DICI
(disténcia intercantal interna) = 1,9cm, DICE (distancia intercantal externa)=6,3cm; fissura
unilateral transforame direita; microcefalia; hipotelorismo ocular; ponte supra orbitéria rasas;
agenesia do septo nasal; TC do cranio mostra holoprosencefalia lobar e ADNPM. A avaliacao
citogenética por bandamento GTG revelou cariétipo 46,XY. A avaliacdo molecular por

arrayCGH revelou [arr 2p21 (45168083-45169270)x1]. Figura 15.
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Figura 15: a) aspecto facial do caso 9; b) delecdo detectada por arrayCGH de 0,012Mb em 2p21.
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Caso 10 - O paciente foi avaliado aos trés meses de idade pelo geneticista clinico do Hospital
de Reabilitagio de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, com relato de sangramento durante o primeiro més da
gestacdo. O historico pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade materna
23a e paterna 23a), nascimento a termo, P= 3,119g, A= 47,5cm; choro imediato; suspeita de
holoprosencefalia; cranio pequeno; perfil plano e anomalia auricular. Durante a avaliacdo
genético clinica apresentou P= 4,140g, A= 58,3cm e PC= 33; fissura unilateral transforame
direita; microcefalia; perfil plano; hipotelorismo ocular; microtia tipo 1 e implantacdo baixa
das orelhas. A mae apresentou aparente hipotelorismo. A avaliagdo citogenética por
bandamento GTG revelou cariétipo 46,XY. A avaliagdo molecular por arrayCGH revelou
[arr 2p21 (45168083-45169270)x3]. Figura 16. ArrayCGH foi realizado na mae, ndo

revelando alteraces.
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Figura 16: a) aspecto facial do caso 10; b) duplicacdo detectada por arrayCGH de 0,01Mb em 2p21.



91

Caso 11 — A paciente foi avaliada aos quatro meses de idade pelo geneticista clinico do
Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, sem intervengdes gestacionais, sangramento durante toda
a gravidez. O historico pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade materna
27a e paterna 20a), nascimento a termo, P= 2,250g, E= 46cm e PC= 30cm; choro imediato;
suspeita de holoprosencefalia e anemia. Durante a avaliacdo genético clinica apresentou
fissura pré forame unilateral esquerda completa; microcefalia; hipotelorismo ocular; cilios
longos e &nus imperfurado. A avaliagdo citogenética por bandamento GTG revelou cari6tipo

46,XX. A avaliacdo molecular por arrayCGH revelou [arr 8p23.3 (229644-360626)x1].

Figura 17.
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Figura 17: a) aspecto facial do caso 11; b) delecio detectada por arrayCGH de 0,13Mb em 8p23.3.
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Caso 12 — O paciente foi avaliado aos trés meses de idade pelo geneticista clinico do
Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram pre-
natal materno apresentando oligoidramnio no final da gestacdo, sem intervengdes
gestacionais. Mae negou uso de alcool, cigarro e medicamentos durante a gravidez. O
historico pediatrico revelou ser filho de casal ndo consanguineo (idade materna 29a e paterna
34a), nascimento com 34 semanas, PN=1,339g, EN= 39cm, PC=27cm; choro imediato;
dificuldade para alimentacdo e internagdo logo apds o nascimento. Durante a avaliacdo
genético clinica apresentou P= 4,250g, A= 58,5cm e PC= 38,5; fissura transforame bilateral;
fendas palpebrais obliquas para cima; epicanto inverso e olhos pequenos. A analise
citogenética revelou cariotipo 46,XY. A avaliacdo molecular por arrayCGH revelou [arr

10p15.3-p14 (2844518-8445789 )x1]. Figura 18.
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Figura 18: a) aspecto facial do caso 12; b) delecio detectada por arrayCGH de 5,6Mb em 10p15.3.
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Caso 13 — A paciente foi avaliada aos cinco meses de idade pelo geneticista clinico do
Hospital de Reabilitacdo de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno e hipertensdo. A avaliacdo genético clinica foi realizada
durante a internagdo na UTI e revelou fissura de Iabio mediana; microcefalia; hipotelorismo
ocular; olhos proeminentes; base e ponte nasal baixa; hipoplasia acentuada de pré maxila,
ADNPM e crises convulsivas. A avaliagdo molecular por arrayCGH revelou [arr 13q14.2

(49050517-49065273)x3]. Figura 19.
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Figura 19: a) aspecto facial do caso 13; b) delecdo detectada por arrayCGH de 0, 014Mb em 13q14.2.
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Caso 14 — O paciente foi avaliado com um ano de idade pelo geneticista clinico do Hospital
de Reabilitagio de Anomalias Craniofaciais. Os dados gestacionais informaram
acompanhamento pré-natal materno, nascimento a termo, PN=3,430g, EN= 51cm e sem
intercorréncias gestacionais. O historico pediatrico revelou ser filho de casal ndo
consanguineo (idade materna 17a e paterna 20a), méde relata que houve auséncia de choro ao
nascimento, hipoxia neonatal e crises convulsivas no primeiro més de vida. Durante a
avaliacdo genético clinica seus dados antropométricos foram, P= 8,500g, A= 75cm;
dolicocefalia; microcefalia; anomalias no SNC como: hipoplasia do VII nervo craniano, Il
par craniano ndo visualizado, fusdo dos tadlamos na linha média e malformacdo dos
hemisférios cerebrais; mimica facial reduzida; estrabismo divergente; narinas antivertidas;
“abertura” do palato mole devido teratomas faringeos; baixa implantacdo das orelhas; hélices
simplificadas e malformadas; anti hélice andmalas; disfagia; punhos cerrados; hitonia e
ADNMP. A avaliacdo citogenética por bandamento GTG revelou caridtipo 46,XY. A

avaliacdo molecular por arrayCGH revelou [arr Xql13.3 (74463936-74647795)x2]. Figura 20.
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Figura 20: a) aspector fééial do caso 14; b) delecdo detectada por arrayCGH de 0,18Mb em Xq13.3.
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The chromosome interval 10p15.3-p14 harbors around a dozen genes. To date, this region has

been implicated in a few well known human phenotypes, namely HDR syndrome

(hypoparathyroidism, sensorineural deafness, and renal dysplasia) and DGS2 (DiGeorge syn-

drome 2), but a number of variable phenotypes have been also reported. Cleft lip/palate seems

to be a very unusual finding within the clinical spectrum of patients with this deletion. Here

we report a male child born with short stature, cleft lip/palate, and feeding problems who was

found to have a 5.6 Mb deletion on 10p15.3-p14. Clinical and molecular aspects are present-

ed.

Key words: cleft lip/palate, 10p15 deletion, array-CGH, DiGeorge-like phenotype
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1.Introduction

Patients with 10p15.3-p14 deletions can present with clinical findings including
hypoparathyroidism, heart defects, immunodeficiency, deafness, renal malformations, neu-
rocognitive alterations, motor delay, hypotonia, seizures, and craniofacial dysmorphism,
among other less frequent findings [Verri et al., 2004; Lindstrand et al., 2010; DeScipio et al.,
2012]. Usually more distal deletions are associated with HDR syndrome
(hypoparathyroidism, sensorineural deafness, and renal dysplasia), while more proximal dele-
tions are associated with the DiGeorge-like phenotype [Lichtner et al., 2000; Van Esch et al.,
2000; Melis et al., 2012] however, none of these phenotypes is associated with having cleft
lip/palate in the clinical spectrum. Among facial findings, cleft lip/palate has seldom been
reported. Here we describe a male patient presenting with bilateral cleft lip/palate, delayed
psychomotor development, and feeding problems, who was found to have a deletion involv-
ing 10p15.3-p14 without the classical findings of either the DGS2 or HDR syndromes.

2.Materials and Methods

2.1. Case Report

A boy (Fig. 1A-B) was referred to the Hospital for Rehabilitation of Craniofacial
Anomalies, USP at the age of 3 months for assessment and management of cleft lip/palate. He
was the first child of a normal and unrelated couple. Pregnancy was unremarkable with no
exposure to known teratogens. There was no relevant family history. Delivery was at 34
weeks of gestation, by cesarean section; birth weight was 1400 g (<3" centile) length was 39
cm (<3" centile), and OFC was 27 cm (<3" centile). He cried immediately at birth, Apgar
scores at the 1% and 5™ minutes were 8 and 9, respectively, and bilateral cleft lip/palate was
noticed. Neonatal heel prick sample test results were unremarkable. He remained at the hospi-
tal due to feeding problems during the first month of life. Since the age of 3 months he has
been fed through a nasogastric feeding tube, but with no satisfactory weight gain. Examina-
tion at age 8 months showed that his weight was 4250 g (<3rd centile), his length was 58.5 cm
(<3" centile), and his OFC was 38.5 cm (<3 centile). Neuropsychological development was
delayed; he had normal cervical control and was able to roll over, but he could not sit without

support. Further examination showed mild prominence of the metopic suture, telecanthus,
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upper slanted palpebral fissures, epicanthus inversus, a broad and low nasal root, and bilateral
cleft lip/palate (Figure 1). Upper and lower limbs, the spine, and cardiovascular system were
normal. Results of blood laboratory tests were normal. BERA test was recently performed and
turned out as normal. Kidney ultrasound was performed at age 12 months and did not show

any anomalies.

Figure 1. Facial aspect of the patient.

2.2. Cytogenetics

Chromosomal analyses were performed on peripheral blood using conventional GTG-banding

techniques at the 550 band level.

2.3. Array-comparative genomic hybridization

Array-comparative genomic hybridization (array-CGH) using the whole genome
Cytosure™, ISCA V2 array 4X180K (Oxford Gene Technology, OGT, UK) was performed
according to the manufacturer’s instructions. Scanned images of the arrays were processed
and analyzed using Feature Extraction software and Genomic Workbench software (both
from Agilent Technologies), with the statistical algorithm ADM-2, and a sensitivity threshold

of 6.0. We applied a ‘loop design’ in our hybridizations as previously described [Allemeersch
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et al., 2009], resulting in two reverse labeling hybridizations per sample. To be recognized by

the software, alterations had to encompass at least three consecutive probes

with aberrant log,

values, and those not detected in both dye-swap experiments of the same sample were exclud-

ed from the analysis.

3. Results

Conventional cytogenetic analysis revealed a 46, XY normal karyotype for both the

patient and father. The mother presented a 46, XX normal karyotype. Array-CGH results of

the patient revealed a 5.6Mb interstitial deletion at 10p15.3-p14, spanning from position
2,834,518pb to 8,485,795pb (HG19) and encompassing several genes (Fig. 2). Array-CGH

from parents was normal indicating that it is a de novo deletion.

Scale 2 Mo}
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Figure

2. Array-CGH profile of the 5,6Mb interstitial deletion on the short arm of chromosome 10.
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4. Discussion

Chromosome 10p deletions have been described in approximately 60 patients with two
main phenotypes: the HDR and DG2 syndromes [Lindstrand et al., 2010]. The first condition
is associated with haploinsufficiency of the GATA3 gene [Van Esch et al., 2000], and the lat-
ter with partial monosomy 10p within the DGS2 region [Monaco et al., 1991; Melis et al.,
2012] phenotypic heterogeneity has also been noted in several instances, however [Tremblay
etal., 2011; DeScipio et al., 2012].

In the present report, array CGH analysis revealed a 5.6Mb deletion at 10p15.3-p14

encompassing several genes, including GATA3. (Table 1).



Table 1: Genes contained in 10p15.3-p14 deletion.

Genes' Gene function
PFKP Phosphofructokinase, key regulatory enzyme in glycolysis
KLF6 Kruppel-like factor 6, transcription factor, tumor suppressor
This gene encodes a member of the aldo/keto reductase superfamily,
AKR1 which consists of more than 40 known enzymes and proteins. These en-

CALMLS5 and CALML3

UNC3
ASB13
GDI2

FBXO18

IL15RA

IL2R

RBM17
PFKFB3

PRKCQ

SFMBT2

ITIH5; ITIH2

ATP5C1

TAF3

GATA3

zymes catalyze the conversion of aldehydes and ketones to their corre-
sponding alcohols by utilizing NADH and/or NADPH as cofactors.

Calcium binding proteins (calmodulin family)

Urocortin 3, endogenous ligand for corticotropin-releasing factor type 3
receptor

Ankyrin repeat and SOCS box-containing 13
GDP dissociation inhibitor 2

F-box protein family. The F-box proteins constitute one of the four subu-
nits of ubiquitin protein ligase complex called SCFs which function in
phosphorylation-dependent ubiquitination.

Interleukin 15 receptor alpha, cytokine receptor. Enhances cell prolifera-
tion and expression of apoptosis inhibitor BCL2L1/BCL2-XL

Interleukin receptor 2, T-cell growth factor receptor; confers lower im-
mune responsiveness and predisposes to type 1 diabetes

The encoded protein is part of the spliceosome complex and functions in
the second catalytic step of mMRNA splicing.

Synthesis and degradation of fructose 2,6-bisphosphate

Protein kinase C (PKC) is a family of serine- and threonine-specific pro-
tein kinases. Each member of the PKC family has a specific
expression profile and is believed to play a distinct role.

Transcriptional repressor of HOXB13 gene. HOXB13 is a transcription
factor that belongs to the homeobox gene family. Genes of this family are
highly conserved among vertebrates and essential for vertebrate embryon-
ic development.

The inter-alpha-trypsin inhibitors (ITI) are a family of structurally related
plasma serine protease inhibitors involved in extracellular matrix stabili-
zation and in prevention of tumor metastasis

Participates in the cellular response to DNA damage

TAFs contribute to promoter recognition and selectivity and act as
antiapoptotic factors and TAF3 can interact with several other transcrip-
tion factors to control gene expression

This gene encodes a protein which belongs to the GATA family of tran-
scription factors and is an important regulator of T-cell development and
plays an important role in endothelial cell biology. Defects in this gene
are the cause of hypoparathyroidism with sensorineural deafness and
renal dysplasia.

102
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Patients with GATA3 haploinsufficiency usually present with hypoparathyroidism,
heart defects, deafness, and renal malformations, while patients with partial monosomy 10p
within the DGS2 region present with hypocalcemia, cardiovascular malformations, immuno-
deficiency, and facial dysmorphism, symptoms which are similar to those found in patients
presenting with 22g11.2 microdeletions. Our patient did not present with the usual findings of
these conditions, although he did show growth retardation and developmental delay, which
have both been reported in patients with 10p1l5 deletions [Grunnarsson et al., 2009;
Christopoulou et al., 2012].

Haploinsufficiency in three other genes (UNC3, IL15RA, ATP5C1) due to the deletion
may contribute to these clinical manifestations. The urocortin 3 gene, the endogenous ligand
for corticotropin-releasing factor type 3 receptor (UNC3), is expressed in many tissues of the
brain, including the hypothalamus, and is associated with mental retardation [Lindstrand et
al., 2010]. The interleukin gene family (IL15RA) exhibits neurological functions and is associ-
ated with synaptic transmission in the CNS, suggesting involvement during embryogenesis
[Kurowska et al., 2002]. The aldo-keto reductase family 1, member C2 gene (AKR1C2) is re-
lated to 46XY sex reversal and obesity, hyperphagia, and developmental delay; however, its
effective function during development is poorly known.

Poor weight gain and feeding difficulties have been reported in patients with 10p dele-
tions and, similarly to the patient reported here, one patient was reported showing no signs of
hearing loss, renal dysplasia, or hypoparathyroidism [Lindstrand et al., 2010]. Cleft lip/palate
was reported in two patients who had an involvement of chromosome 10p [Gottlieg et al.,
1998; Lindstrand et al., 2010] however, the phenotype observed in the patient reported here is

different from those previously reported in patients with 10p deletions.
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Comparing the phenotype of our patient with the literature, he does not seem to pre-
sent any typical signs of the HDR and/or DG2 syndromes, besides the developmental delay.
The HDR syndrome is an autosomal-dominant disorder and all affected patients have hearing
loss, while the other two traits are more variable.

In summary, our patient presented with growth retardation, developmental delay, and
cleft lip and palate which have been seldom reported in patients with 10p15 deletions. Despite
this uncommon phenotype-to-genotype correlation, further investigation should be performed
in order to clarify the role of the genes involved in relation to the phenotype presented by this

patient.
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ABSTRACT

Holoprosencephaly (HPE) is a malformation sequence in which the cerebral hemispheres fail
to separate into distinct left and right halves, resulting in midline structural anomalies of the
central nervous system and face. Here, we report the clinical and DNA copy number variation
(CNV) data of eight HPE spectrum patients with a negative screen for mutations in the HPE
determinant genes SHH, ZIC2, GLI2, SIX3, TGIF, and PTCH. CNVs were determined using
two different techniqgues—multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) and
array comparative genomic hybridization (CGH). MLPA analysis showed deletions in four
patients and duplication in one patient involving SHH, TGIF, and ZIC2. Array CGH analysis
showed alterations in three additional patients, duplications at 13q14 and 2p21, and a dele-
tion at 8p23. As HPE patients are surviving longer and mildly affected patients are reproduc-
ing, an effort to search for CNVs is a valuable approach for genetic counseling when analyses
for mutations in the known HPE genes are negative.

Keywords: arrayCGH, Holoprosencephaly, MLPA and Microrearrangement

INTRODUCTION
Holoprosencephaly (HPE), a common developmental defect that affects the forebrain
and the face, has a high mortality rate, with only a minority of patients surviving beyond one
year [Ribeiro et al., 2006; Kauvar and Muenke, 2010]. HPE is clinically and etiologically het-
erogeneous, with both genetic and environmental factors responsible for causation [Cohen,
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1989]. Classic HPE has a live birth incidence of 1:10,000 but a fetal incidence of 1:250, as
most conceptuses do not survive to term [Matsunaga and Shiota, 1977; Orioli and Castilla,
2010]. Due to recent advances in neuroimaging and the growing number of candidate genes
described [Bendavid et al., 2007], mildly affected children who were previously undiagnosed
are now being identified, leading to an increased prevalence rate of the disease [Hahn and
Plawner, 2004]. Chromosomal abnormalities, which make up the largest portion of HPE cases
(45%), can be diagnosed with peripheral blood karyotype [Kauvar and Muenke, 2010; Solo-
mon et al., 2010]. Another 15% of HPE cases hav been found to be environmentally related
(maternal diabetes during early pregnancy) or seen in multiple malformation syndromes, in-
cluding Smith-Lemli-Opitz, Rubinstein—Taybi, and pseudotrisomy 13. The remaining 40%
of HPE cases are nonsyndromic or isolated, with mutations in SHH, SIX3, ZIC2, and TGIF
identified in 25% of nonsyndromic HPE. Numerous different heterozygous mutations have
been identified in HPE patients, including missense, nonsense, deletion, and frameshift muta-
tions located throughout the gene [Cohen, 2006]. In addition, in a recent study of over 200
patients with isolated HPE, 22% were found to have copy number variations (CNVs) [Mer-
cier et al., 2011]. However, the etiology of the majority of isolated HPE cases have yet to be
determined [Bendavid et al., 2007].

Here, we describe and discuss the clinical and molecular findings of three patients pre-
senting with duplications and deletions identified through array comparative genomic hybrid-
ization (CGH) analysis: one duplication in a critical region harboring the SIX3 gene (2p21),
another in a new region not previously associated with HPE (13g14), and a microdeletion at
8p23. These microrearrangements proved to be a valuable tool in the diagnosis and manage-
ment of patients with HPE, and indicate new loci implicated in the disorder.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Controls

The subjects included in this study were recruited from a sample of 82 patients within
the HPE spectrum at the Hospital for Rehabilitation of Craniofacial Anomalies, University of
Sao Paulo (HRAC-USP-Bauru/SP), Brazil, who were previously screened for mutations in the
common HPE genes (SHH, ZIC2, SIX3, TGIF, GLI2, and PTCH1). Of the 82 patients, 40

presented with frank HPE phenotype and 42 presented with microforms of HPE. Normal con-
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trol DNA for MLPA experiments included ten DNA samples from healthy volunteers. This
study was approved by the institutional review board of HRAC-USP-Bauru/SP, and written

informed consent was obtained from the participants or their parents.

Genetic Analysis

Multiplex Ligation Probe Dependent Amplification (MLPA)

The MLPA technique was performed according to the original protocol described by
Schouten et al., [2002]. We analyzed 82 samples of DNA using a SALSA MLPA KIT P187
Holoprosencephaly Version 03 and a P036 Human-telomere-3 (MRC Holland, Amsterdam,
Netherlands). We used MLPA DNA detection, and quantification wa sperformed according to

the MRC-Holland protocol (www.mlpa.com).

Array Comparative Human Genome (array CGH)

We selected 24 patients with the frank HPE phenotype and investigated for CNVs us-
ing the array CGH platform CytoSure™, ISCA V2 array 4X180K (Oxford Gene Technology,
Oxford, UK) containing ~180,000 oligonucleotides. Briefly, samples were labeled with Cy3-
and Cy5-dCTPs with a CytoSure Genomic DNA Labelling Kit and hybridized with an Ag-
ilent Oligo a-CGH Hybridization Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Scanned im-
ages of the arrays were processed and analyzed with Feature Extraction and Genomic Work-
bench software (both from Agilent Technologies), using the statistical algorithm ADM-2 and
a sensitivity threshold of 6.0. We used two reverse-labeled hybridizations for each sample.
Gains or losses in copy number were accepted when the log2 ratio of the Cy3/Cy5 intensities
of a given genomic segment was >0.6 or <-0.8, respectively, and when putative alterations
encompassed at least three consecutive probes; any alterations not detected in both dye-swap
experiments were disregarded. All detected imbalances were compared to CNVs reported in
the Database of Genomic Variants (DGV; http://projects.tcag.ca/variation/ - freeze of March

2011) and to data from our own group.

Multiplex PCR Liquid Chromatography (MPLC)

MPLC was used in this study to validate deletions/duplications identified by array
CGH <1Mb. MLPC is a semi-quantitative PCR of 23 cycles, based on the co-amplification of
smaller 300 bp fragments of the gene of interest and another reference gene. The gene used in
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this study as a reference was PBGD, located on chromosome 11. Two genes were evaluated:
SIX3 at the 2p21 region and RB1 at the 13914.2 region. Table | shows the primer sequences of
both genes. In conducting high-performance liquid chromatography analysis, a fluorochrome
(SYBR Green) was used as an intercalation dye to quantify the amplified DNA at the column
output. The resulting peaks of the amplicons were compared and used to determine deletions

and duplications.

Table I. Sequence primers of gene evaluation

Primer sequence Amplicon size (bp)
RB1F 5' cctccttaatttgggaaggttt 3°

RB1R 5' tggactagaaataatgtggctttg 3’ .
SIX3F 5' caacgccacaacgacacg 3

SIX3R 5' aatcgccctaatgacaacage 3 H

(bp)= base pairs

RESULTS

The patients analyzed were 82 probands with the HPE phenotype - 40 patients pre-
sented the classical HPE phenotype and 42 presented a microform of HPE. The sex ratio was
1:1.4 females.

MLPA

The MLPA technique was performed in all 82 patients within the HPE spectrum, and
anomalies were found in five cases. These aberrations included four deletions and one dupli-
cation in genes already known to be related to HPE, as shown in Table Il. Three other patients
were found by MLPA to have CNVs, but those results were not confirmed with quantitative

PCR and were considered false positives.

Table I1. Alterations identified by MLPA analysis in patients exhibiting HPE phenotype

Patient Rearrangement  Gene HPE Phenotype
1 del 7q SHH Semilobar

2 del 7q SHH Lobar

3 del 7q SHH Semilobar

4 del 18p TGIF Alobar

5 dup 13q ZIC2 Lobar
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Array CGH

Twenty-four cases were selected for presenting a more severe phenotype. Three of 24
(12.5%) cases analyzed presented small deletions/duplications (Table I11). The facial features
of the patients can be observed in Fig. 1.

Table 111. Summary of array CGH analysis by 4 x180K (OGT) showing localization and size of the rearrange-
ments

Patients Rearrangements  Size (bp) Location (Hg19) (bp) HPE Phenotype
06 dup 2p21 1187 chr2:45168083-45169270 Lobar
07 Del 8p23.3 130982  chr8:229644-360626 Lobar
08 Dup13g14.2 14756 chr13:49050517-49065273 Alobar

(pb)= base pairs

-
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FIG. 1. Facial aspects of patients with CNV by array CGH. a and b): patient 6 before and after surgical correc-
tion, respectively; ¢ and d): patient 7; e) patient 8
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Patient 6 is a boy who had a 1kb duplication at the 2p21 region, which affects the
promotor region of the SIX3 gene (Fig. 2). The patient presented with microcephaly,
hypotelorism, prominent eyes, flat nasal bridge and malar region, cleft lip/palate on the right
partially involving the premaxilla, and bilateral low-set and small ears. On the right ear, the
helix, tragus, and lobule were hypoplastic, the antihelix was prominent, and the ear concha
was small. The left the ear was markedly prominent, showing a hypoplastic helix, prominent
antihelix, and small lobule and concha. Development was considered adequate for his age.
Re-evaluation at three years of age revealed that the patient had acquired head control at eight
months, sat without support at 15 months, and walked with support at 18 months. He under-
stands simple orders but displays no language acquisition to date. Cardiac ultrasonography
showed atrial and ventricular septal defects that were surgically corrected at seven months. A

magnetic resonance imaging (MRI) evaluation of the central nervous system indicated lobar
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HPE. The cleft lip/palate was surgically corrected at three and one-half years (Figs. 1A and

B).

P s Byl

FIG. 2. A: array CGH result showing 2g21 duplication ~1Kb with partial duplication in the SIX3 gene (based on

UCSC Genome Bioinformatics, Hg19, http://genome.ucsc.edu), the blue line shows partial duplication of
the SIX3 gene. B: MPLC analysis. The first peak is the SIX3 gene and the second peak is the reference gene

(PBGD1). The blue line shows partial duplication of the SIX3 gene in patient 6.

We found a 130Kb deletion at 8p23 (Fig. 3) in patient 7, who presented with lobar
HPE phenotype. A cleft lip/palate and imperforate anus were noticed in this patient at birth.
She presented with microcephaly, sloping forehead, long eyelashes, flat nasal bridge, cleft

lip/palate on the left side partially involving the premaxilla, and large ears (Figs. 1C and D).
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FIG. 3. Array CGH result showing 8p23.3 deletion ~130Kb (red line) with partial deletion in the FBX025 gene
(based on UCSC Genome Bioinformatics, Hg19, http://genome.ucsc.edu) in patient 7.
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A 14KDb duplication at 13914 (Fig. 4) was found in patient 8, a female who presented
with severe microcephaly, large ears, shallow supraorbital ridges, hypotelorism, upslanted
palpebral fissures, proptosis, hypoplastic nasal septum, midline clefting, absent premaxilla,
and delayed neuropsychomotor development (Fig. 1E). In the seventh month of gestation,

HPE was detected by ultrasound. After birth, MRI showed alobar HPE.
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FIG. 4. A: array CGH result showing 13q14.2 duplication ~14Kb with partial duplication in the RB1 gene (based
on UCSC Genome Bioinformatics, Hg19, http://genome.ucsc.edu), the pink line shows partial duplication
of the RB1gene. B: MPLC analysis. The first peak is the reference gene (PBGD1) and the second peak is the
RB1gene. The pink line shows duplication of the RB1gene in patient 8.

DISCUSSION

Bendavid et al., [2007] demonstrated that testing for microdeletions is a useful ap-
proach for the evaluation of HPE patients. In the present study, MLPA screening based on the
P187 and P036 Kits evaluated exon copy numbers in the SHH, ZIC2, SIX3, TGIF1,
TRAPPC10, GLI2, PTCH1, and FBXW11 genes. Eight-two HPE DNA samples were
screened for CNVs using MLPA; five (3.4%) presented deletions/duplications in three major
HPE genes. Given the relatively low cost, simplicity, and availability of commercial kits, our
findings support the use of MLPA as a diagnostic tool in HPE.

Unlike MLPA, array CGH can be used for genome-wide analysis for copy number

changes, and is a more appropriate tool to identify new gene implicated in the disorders. In
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this study, along with MLPA, we used array CGH in the analysis of DNA from patients with
a negative result from mutational screening of the major HPE genes. Array CGH is currently
considered the main genetic test in cases of idiopathic, non-syndromic developmental delay
and intellectual disability [Hochstenbach et al., 2009; D’Amours et al., 2012], in prenatal
evaluation of ultrasound abnormalities and balanced translocation diagnosis [Lichtenbelt et
al., 2011; Levenson, 2012; Evangelidou et al., 2013], and as preimplantation genetic screen-
ing technology [Liang et al., 2013].

A few studies have evaluated chromosomal imbalances using high-resolution oligonu-
cleotide microarrays in patients with HPE [Bendavid et al., 2006; Bendavid et al., 2009;
Rosenfeld et al., 2010], and they found a high frequency of CNVs, suggesting the existence of
a large number of potential new candidate genes [Mercier et al., 2011]. The majority of cases
are microdeletions of different sizes on a multitude of different loci while duplications are less
frequent, confirming that despite the prediction that duplications and deletions should occur
with equal frequency, deletions appear to be more prevalent than duplications in the human
genome [Derwinska et al., 2009; Coppinger et al., 2009]. A few studies documented duplica-
tions in HPE-causing genes. Duplications in the PTCHL1 region suggest that gain of function
in this gene may result in microcephaly, with or without HPE [Derwinska et al., 2009],
whereas duplication at ZIC2 does not commonly result in brain malformation and over-
dosage is less detrimental, suggesting that an extra copy of ZIC2 may be benign [Jobanputra
etal., 2012].

Patient 6 is a boy who presented with ~1kb duplication in the 2p21 region that par-
tially overlaps the promotor region of the S1X3 gene. He had lobar HPE with some additional
facial features, including hypotelorism, clefting, and dysmorphic ears, which are unusual find-
ings in patients with SIX3 mutations and deletions. Results from his parents did not show the
duplication. To our knowledge, this is the first report on duplication in 2p21 involving the
SIX3 locus, and there is no other known gene in this 1kb region.

Patient 7 was found to have a 130Kb deletion at 8p23 after presenting with lobar HPE
and a large left cleft lip/palate. Results from the parents did not show this deletion. Earlier
reports on deletions involving 8p23 found that the patients had mental retardation, cardiac
defects, and subtle facial anomalies, suggesting an 8p minus syndrome [Hutchinson et al.,
1992; Devriendt et al., 1999]. One report related how the case of a child with a deletion in

8p23 mimicked velocardiofacial syndrome with an atrial septal defect [Devriendt et al.,
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1995]. Chromosomal 8p23 deletion syndrome has been described as a malformation syn-
drome con-sisting of facial anomalies, microcephaly, mental retardation, and congenital heart
defects, with GATA4 gene on 8p23.1 being the gene most likely responsible for cardiac mal-
formations [Pehlivan et al., 1999; Paez et al., 2008; Mei et al., 2014]. Microarray analysis
performed on two fetuses with congenital diaphragmatic hernias (CDHs) and heart defects
showed a 315Kb deletion that included the GATA4, NEIL2, FDFT1, CTSB, DEFB136,
DEFB135, and DEFB134 genes, suggesting that haploinsufficiency of the two genes in com-
mon within 8p23.1, GATA4 and NEIL2, can cause CDH and cardiac defects in humans
[Keitges et al., 2013]. In addition to intellectual disability, 8p23.2 deletions have been impli-
cated as part of a critical region for autism and epilepsy [Chien et al., 2010; Nucaro et al.,
2011]. A few cases of the Cornelia de Lange phenotype have been associated with 8p23.1
deletions, implicating the CdLS-Tankyrase 1 gene as a novel candidate gene for this condition
[Baynam et al., 2008]. To the best of our knowledge, our study is the first report on a large
deletion spanning 8p23 associated with lobar HPE.

Patient 8 had a 14kb duplication at 13ql14, and she presented with alobar HPE and
large ears. The parents could not be genotyped. Reports on partial 13g duplication are unusu-
al, and the phenotypes are heterogeneous. Partial duplication at 13g has been reported in a
child with trigonocephaly and synophrys [Hornstein and Soukup, 1981]. Central nervous sys-
tem anomalies were reported with partial agenesis of the cerebellar vermis and partial agene-
sis of the corpus callosum in a patient with duplication at 13q (ql4-->qter) [Machado et al.,
2010] and in a case in which cerebellar hypoplasia was noticed in an ultrasound examination
in the 14th week of gestation [Haddad et al., 2012]. Besides brain and craniofacial anomalies,
anomalies of other systems were reported in duplication of the 13q distal chromosomal region
in a fetus with postaxial polydactyly of the right hand and left foot, short fingers, malrotation
of the gut, and micropenis with hypospadias [Haddad et al., 2012].

A mild clinical phenotype consisting of psychomotor retardation, thin lips, and normal
facial features was reported in a boy with duplication of 13g32-->qgter and a small deletion of
18p11.32-->pter. The absence of the main signs of trisomy 13 was interpreted as restriction of
the critical region responsible for this condition, variable expression, gene interactions, or
interchromosomal effects [Helali et al., 1996].

It is known that alterations of the most common HPE genes may result in HPE, but

there is little information regarding microdeletion/duplication of other, less common HPE
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genes. In conclusion, we reported, two new CNVs that point to candidate loci for the syn-
drome.

Acknowledgments

We thank patient and mother for their collaboration. Genetics analysis was supported by
grants from Fapesp (2010/18740-2 and 2011/07012-9).

REFERENCES

Baynam G, Goldblatt J, Walpole I. 2008. Deletion of 8p23.1 with features of Cornelia de
Lange syndrome and congenital diaphragmatic hernia and a review of deletions of 8p23.1 to
8pter. A further locus for Cornelia de Lange syndrome? Am J Med Genet A 146A:1565-1570.

Bendavid C, Dubourg C, Gicquel I, Pasquier L, Saugier-Veber P, Durou MR, Jaillard S,
Frebourg T, Haddad BR, Henry C, Odent S, David V. 2006. Molecular evaluation of foetuses
with holoprosencephaly shows high incidence of microdeletions in the HPE genes. Hum
Genet 119:1-8.

Bendavid C, Dubourg C, Pasquier L, Gicquel I, Le Gallou S, Mottier S, Durou MR, Henry C,
Odent S, David V. 2007. MLPA screening reveals novel subtelomeric rearrangements in
holoprosencephaly. Hum Mut 28:1189-1197.

Bendavid C, Rochard L, Dubourg C, Seguin J, Gicquel I, Pasquier L, Vigneron J, Laquerriére
A, Marcorelles P, Jeanne-Pasquier C, Rouleau C, Jaillard S,Mosser J, Odent S, David V.
2009. Array-CGH analysis indicates a high prevalence of genomic rearrangements in
Holoprosencephaly: An updated map of candidate loci. Hum Mut (30)8:1175-1182.

Chien WH, Gau SS, Wu YY, Huang YS, Fang JS, Chen YJ, Soong WT, Chiu YN, Chen CH.
2010. Identification and molecular characterization of two novel chromosomal deletions asso-
ciated with autism. Clin Genet 78:449-456.

Cohen MM Jr. 1989. Perspectives on holoprosencephaly: Part I. Epidemiology, genetics, and
syndromology. Terat 40:211-235.



118

Cohen MM, Jr. 2006. Holoprosencephaly: clinical, anatomic, and molecular dimensions.
Birth Defects Res A Clin Mol Teratol 76:658-673.

Coppinger J, McDonald-McGinn D, Zackai E, Shane K, Atkin JF, Asamoah A, Leland R,
Weaver DD, Lansky-Shafer S, Schmidt K, Feldman H, Cohen W, Phalin J, Powell B, Ballif
BC, Theisen A, Geiger E, Haldeman-Englert C, Shaikh TH, Saitta S, Bejjani BA, Shaffer LG.
2009. ldentification of familial and de novo microduplications of 22q11.21-q11.23 distal to
the 22g11.21 microdeletion syndrome region. Hum Mol Genet 18:1377-1383.

D'Amours G, Kibar Z, Mathonnet G, Fetni R, Tihy F, Désilets V, Nizard S, Michaud JL,
Lemyre E. 2012. Whole-genome array CGH identifies pathogenic copy number variations in

fetuses with major malformations and a normal karyotype. Clin Genet 81:128-141.

Derwinska K, Smyk M, Cooper ML, Bader P, Cheung SW, Stankiewicz P. 2009. PTCH1 du-
plication in a family with microcephaly and mild developmental delay. Eur J Hum Genet
17:267-171.

Devriendt K, De Mars K, De Cock P, Gewillig M, Fryns JP. 1995. Terminal deletion in
chromosome region 8p23.1-8pter in a child with features of velo-cardio-facial syndrome. Ann
Genet 38:228-230.

Devriendt K, Matthijs G, Van Dael R, Gewillig M, Eyskens B, Hjalgrim H, Dolmer B,
McGaughran J, Brondum-Nielsen K, Marynen P, Fryns JP, Vermeesch JR. 1999. Delinea-tion
of the critical deletion region for congenital heart defects, on chromosome 8p23.1. Am J Hum
Genet 64(4):1119-26.

Evangelidou P, Alexandrou A, Moutafi M, loannides M, Antoniou P, Koumbaris G, Kallikas
I, Velissariou V, Sismani C, Patsalis PC. 2013. Implementation of High Resolution Whole
Genome Array CGH in the Prenatal Clinical Setting: Advantages, Challenges, and Review of
the Literature. Biomed Res Int Article ID 346762.

Haddad V, Aboura A, Tosca L, Guediche N, Mas AE, L'Herminé AC, Druart L, Picone O,
Brisset S, Tachdjian G. 2012. Tetrasomy 13q31.1qgter due to an inverted duplicated neocentric



119

marker chromosome in a fetus with multiple malformations. Am J Med Genet A 158A:894-
900.

Hahn JS, Plawner LL. 2004. Evaluation and management of children with holoprosencephaly.
Pediatr Neurol 31:79-88

Helali N, lafolla AK, Kahler SG, Qumsiyeh MB. 1996. A case of duplication of 13g32qter
and deletion of 18pl.32pter with mild phenotype: Patau syndrome and duplications of 13q
revisited. J Med Genet 33:600-602

Hochstenbach R, van Binsbergen E, Engelen J, Nieuwint A, Polstra A, Poddighe P,
Ruivenkamp C, Sikkema-Raddatz B, Smeets D, Poot M. 2009. Array analysis and karyotyp-
ing: workflow consequences based on a retrospective study of 36,325 patients with idiopathic
developmental delay in the Netherlands. Eur J Med Genet 52:161-169.

Hornstein L, Soukup S. 1981. A recognizable phenotype in a child with partial duplication
13q in a family with t(10q;13q). Clin Genet 19:81-86.

Hutchinson R, Wilson M, Voullaire L. 1992. Distal 8p deletion (8p23.1--8pter): a common
deletion? J Med Genet 29:407-411.

Jobanputra V, Burke A, Kwame AY, Shanmugham A, Shirazi M, Brown S, Warburton PE,
Levy B, Warburton D. 2012. Duplication of the ZIC2 gene is not associated with
holoprosencephaly. Am J Med Genet A 158A:103-108.

Kauvar EF, Muenke M. 2010. Holoprosencephaly: recommendations for diagnosis and man-
agement. Curr Opin Pediatr 22:687—-695.

Keitges EA, Pasion R, Burnside RD, Mason C, Gonzalez-Ruiz A, Dunn T, Masiello M,
Gebbia JA, Fernandez CO, Risheg H. 2013. Prenatal diagnosis of two fetuses with dele-tions
of 8p23.1, critical region for congenital diaphragmatic hernia and heart defects. Am J Med
Genet A 161A(7):1755-8.



120

Levenson D. 2012. Array CGH increasingly used in prenatal and postnatal testing. Am J Med
Genet A 158A(3):8-9.

Liang L, Wang CT, Sun X, Liu L, Li M, Witz C, Williams D, Griffith J, Skorupski J, Haddad
G, Gill J, Wang WH. 2013. Identification of chromosomal errors in human preimplantation
embryos with oligonucleotide DNA microarray. PLoS One 8(4):e61838.

Lichtenbelt KD, Knoers NV, Schuring-Blom GH. 2011. From karyotyping to array-CGH in
prenatal diagnosis. Cytogenet Genome Res 135:241-250.

Machado IN, Heinrich JK, Campanhol C, Rodrigues-Peres RM, Oliveira FM, Barini R. 2010.
Prenatal diagnosis of a partial trisomy 13q (q14-->qter): phenotype, cytogenetics and molecu-
lar characterization by spectral karyotyping and array comparative genomic hybridization.
Genet Mol Res 9:441-448.

Matsunaga E, Shiota K. 1977. Holoprosencephaly in human embryos: Epidemiologic studies
of 150 cases. Terat 16:261-272.

Mei M, Yang L, Zhan G, Wang H, Ma D, Zhou W, Huang G. 2014. Analysis of genomic
copy number variations in two unrelated neonates with 8p deletion and duplication associated
with congenital heart disease. Zhonghua Er Ke Za Zhi 52(6):460-3.

Mercier S, Dubourg C, Garcelon N, Campillo-Gimenez B, Gicquel I, Belleguic M, Ratié L,
Pasquier L, Loget P, Bendavid C, Jaillard S, Rochard L, Quélin C, Dupé V, David V, Odent
S. 2011. New findings for phenotype-genotype correlations in a large European series of

holoprosencephaly cases. J Med Genet 48:752-760.

Nucaro A, Pisano T, Chillotti I, Montaldo C, Pruna D. 2011. Chromosome 8p23.2-pter: a crit-

ical region for mental retardation, autism and epilepsy? Clin Genet 79:394-395.

Orioli IM, Castilla EE. 2010.. Epidemiology of holoprosencephaly: Prevalence and risk fac-
tors. Am J Med Genet Part C Semin Med Genet 154C:13-21.



121

Paez MT, Yamamoto T, Hayashi K, Yasuda T, Harada N, Matsumoto N, Kurosawa K,
Furutani Y, Asakawa S, Shimizu N, Matsuoka R. 2008. Two patients with atypical interstitial
deletions of 8p23.1: mapping of phenotypical traits. Am J Med Genet A 146A:1158-1165.

Pehlivan T, Pober BR, Brueckner M, Garrett S, Slaugh R, Van Rheeden R, Wilson DB, Wat-
son MS, Hing AV. 1999. GATA4 haploinsufficiency in patients with intersti-tial deletion of
chromosome region 8p23.1 and congenital heart disease. Am J Med Genet 19;83(3):201-6.

Ribeiro LA, El-Jaick KB, Muenke M, Richieri-Costa A. 2006. SIX3 mutations with
holoprosencephaly. Am J Med Genet Part A 140A:2577-2583.

Rosenfeld JA, Ballif BC, Martin DM, Aylsworth AS, Bejjani BA, Torchia BS, Shaffer LG.
2010. Clinical characterization of patients with deletions of genes in holoprosencephaly path-

ways by aCGH refines the phenotypic spectrum of HPE. Hum Genet 127:421-440.

Schouten JP, McElgunn CJ, Waaijer R, Zwijnenburg D, Diepvens F, Pals G. 2002. Relative
quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe amplifica-
tion. Nucleic Acids Res 30:(12)e57.

Solomon BD, Rosenbaum KN, Meck JM, Muenke M. 2010. Holoprosencephaly due to Nu-
meric Chromosome Abnormalities. Am J Med Genet C Semin Med Genet 154C:146-148.



122

APENDICE D - Chromotripsis with at least 12 breaks at 1p36.33-p35.3 in a Brazilian boy
with multiple congenital anomalies

Artigo Submetido para publicagdo no periédico Molecular Genetics and Genomics em Janei-
ro de 2015.

On Friday, January 16, 2015 6:10 PM, Molecular Genetics and Genomics (MGAG)

<em@editorialmanager.com> wrote:

Dear Mrs Ribeiro-Bicudo,

Your submission entitled "Chromotripsis with at least 12 breaks at 1p36.33-p35.3 in a boy
with multiple congenital anomalies” has been received by Molecular Genetics and Ge-

nomics

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to Editorial Manager
as an author. The URL ishttp://mgag.edmgr.com/.

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to our journal.
Kind regards,

Editorial Office
Molecular Genetics and Genomics

Bruno Faulin Gamba®, Antono Richieir-Costa®, Silvia Costa®, Carla Rosenberg®, Lucilene
Arilho Ribeiro-Bicudo®®

%Institute of Biosciences, Department of Genetics, University of Sdo Paulo State, Botucatu,
SP, Brazil.

®Syndromology Division, Hospital for Rehabilitation of Craniofacial Anomalies (HRAC),
University of Sdo Paulo, Bauru, SP, Brazil.

‘Department of Genetics and Evolutionary Biology, Institute of Biosciences, University of
Séo Paulo, Séo Paulo, SP, Brazil.

YInstitute of Biosciences, Department of Genetics, Federal University of Goias, GO, Brazil.




123

Corresponding author: Lucilene Arilho Ribeiro-Bicudo. Institute of Biosciences, Department
of Genetics, Federal University of Goias, Goiania, GO, Brazil Fax number: + 55 62
35217818. e-mail: arilho@yahoo.com

Abstract

Complex chromosome rearrangements are common in cancer and relatively rare constitutive-
ly. While their mechanism of origin is still unclear, chromotripsis, a single catastrophic event
leading to shattering chromosomes or chromosome regions and rejoining of the segments was
described to occur in a fraction of cancers. Recently, constitutive cases have been reported
suggesting that chromotripsis would underlie at least part of constitutive complex chromo-
some rearrangements. We describe a 5-months boy with some clinical features of 1p36 dele-
tion syndrome who presented complex chromosome rearrangements involving 1p36.33
- p35.3 region. The presence of at least 12 clustered breaks at 1p and apparent lack of

mosaicism suggests that a single event like chromotripsis should have occurred.

Key Word: Complex chromosomal rearrangement, multiple congenital anomalies,

arrayCGH, chromothripsis

Introduction

The 1p36 deletion syndrome is the most common subtelomeric microdeletion syndrome
(OMIM 607872) with an incidente of 1 in 5,000 newborn infants (Heilstedt et al, 2003). The
monosomy 1p36 is associated with apparently pure/simple terminal  deletion (67%), deriva-
tive chromosomes (16%), interstitial deletions (10%), and complex rearrangements (7%)
(Gajecka et al. 2007). The clinical presentation is variable and includes facial features, gas-
trointestinal anomalies, seizures, vision and hearing problems, cardiovascular compli-
cations as well as cognitive issues (Gajecka et al. 2007; Battaglia et al. 2008). Patients with
complex rearrangements involving deletions, duplications, and/or triplications of 1p36 have
overlapping variable clinical findings (Gajecka et al. 2005).

Complex chromosome rearrangements (CCRs) were originally defined as constitutional
structural chromosomal rearrangements with at least three cytogenetically visible breakpoints

and exchange of genetic material between two or more chromosomes (Pai et al. 1980), but
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more recently any constitutional structural rearrangements involving three or more chromo-
somes or more than three breakpoints are referred to as CCRs (Zhang et al. 2009)

A recent discovery was the identification of a chromosomal catastrophic phenomenon in
which tens of rearrangements located in a limited region of the genome occurs during a single
event called chromothripsis (Chromo for chromosome and thripsis to break into pieces) this
phenomenon was found to be relatively common in tumors, accounting for 2 - 3% of all can-
cer samples and up to 25% of primary bone cancers (Stephan et al. 2011). Although the caus-
es and underlying mechanism of these events still remain unclear, many studies have impli-
cated the DNA repair machinery in these rearrangements and in particular, the
nonhomologous end joined (NHEJ) mechanism (Chen et al. 2012; Stephens et al. 2011).
However, this model does not fully explain duplications or triplications occurring within the
rearranged chromosome. The term chromoanasynthesis was proposed to illustrate this second
mechanism, literally  (chromo for chromosome and anasynthesis for reconstitution) (Liu et
al. 2011).

As cytogenetic resolution increases by the use of high density arrays and massive parallel
sequencing, it becomes more evident that structural rearrangements in patients with abnormal
phenotypes are often more complex than first appeared, and recent work show that constitu-
tionally acquired CCRs share similarities with cancer chromothripsis (Kloosterman et al.
2011; Liu etal. 2011; Macera et al. 2014) .

In this study we report on a patient with multiple congenital anomalies who carries a CCR
with six genomic imbalances in the 1p36.33 - p35.3 region, exhibiting a minimum of 12 clus-

tered breakpoints.

Methods

Case report

The patient was born to a normal G1P1 18 year old woman and her 29 -year-old unrelated
normal husband. Pregnancy was unremarkable and delivery was at 39 weeks of gestation.
Birth weight was 2,220 g (3" centile), height and head circumference were not recorded. He
was immediately removed to the neonatal intensive care unit due to severe respiratory distress
and surgical correction of lumbar meningocele. He was referred to present multiple congenital
anomalies. Infantile spasms were present since the 1° week of life and were partially respon-

sive to oxcarbazepine and topiramate. Examination at age 5 months showed height of 59,4 (<
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3" centile), weight of 4,700 g (< 3" centile) and OFC of 38,1 cm (< 3" centile). He presented
with severe developmental delay, microcephaly, square face, straight/sparse eyebrows, short
palpebral fissures, blepharophimosis, posteriorly angulated, low-set, and abnormally modeled
ears, mid-face hypoplasia, bilateral cleft lip and palate, lumbo-sacral surgical scar due to
meningocele repair, micropenis, broad proximal phalanges, tapered distal digits, fifth finger
clinodactyly, and overlapping toes (fig 1). Choanal atresia, cerebral ventricular dilatation were
detected by CT scan.

Fig. 1 Facial aspect of the patient
Cytogenetics

Chromosomal analyses were performed on peripheral blood using conventional GTG-

banding techniques at the 550 band level.

Array-comparative genomic hybridization

Array-comparative genomic hybridization (array-CGH) using the whole genome
Cytosure™ ISCA V2 array 4X180K (Oxford Gene Technology, OGT, UK) was performed
according to the manufacturer’s instructions. Scanned images of the arrays were processed
and analyzed using Feature Extraction software and Genomic Workbench software (both
from Agilent Technologies), with the statistical algorithm ADM-2, and a sensitivity threshold
of 6.0. We applied a ‘loop design’ in our hybridizations as previously described (Allemeersch
et al. 2009), resulting in two reverse labeling hybridizations per sample. To be recognized by
the software, alterations had to encompass at least three consecutive probes with aberrant log,
values, and those not detected in both dye-swap experiments of the same sample were exclud-

ed from the analysis.
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Results

Conventional cytogenetic analysis revealed a 46, XY normal karyotype. Array-CGH re-
sults of the patient showed five deletions adjacent to one duplication spread over p35.3-
1p36.33- chromosome regions (fig. 2 and table 1). Array-CGH results from the parents were

normal, indicating that it is a de novo rearrangement.
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Fig. 2 Array CGH profile of terminal region of the short arm of chromosome 1 showing five deletions and one
duplication clustered at 1p36.33 — 1p35.3

Tabe 1 Summary of array CGH analysis by 4X180K (OGT) showing localization and size of the rearrangements

Chromosome band  Rearrangement Size (Mb)  Position (USCS Hg 19)

1p36.33-p36.32 del 1,7 chr1:1023846-2761528

1p36.32 del 1,4 chr1:3696933-5200401

1p36.31-p36.23 del 0,83 chr1:6882352-7718050

1p36.21 del 0,94 chr1:14012378-14992103

1p36.13-p36.12 del 37 chr1:17213968-20934341

1p36.11-p35.3 dup 59 chr1:24146844-30208750
Discussion

Microdeletion syndrome 1p36 ( OMIM # 607872 ) has an estimated incidence of 1:5,000
- 1:10,000. Patients with this syndrome have common clinical aspect characterized by intel-
lectual disability , straight eyebrows , deep eyes , epicanthal folds , pointed chin , hypotonia ,
hearing loss, behavior disorder , cardiac abnormalities and eye (Battaglia et al. 2008). Chro-
mosomal rearrangements are variable in size and include terminal or interstitial deletions,

derived chromosomes or complex rearrangements (Heilstedt et al. 2003; Gajecka et al. 2007,
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Giannikou et al. 2012) and, consequently, are associated with a broad phenotypic spectrum
which only partially overlap the clinical description above.

Our case presented a CCR at 1p region comprising a 1p36.11-p35p3 duplication in addi-
tion to multiple deletions at 1p36, and exhibited a phenotype atypical of 1p36 deletion syn-
drome. Due to its unique combination of genomic imbalances, it is difficult to correlate his
genotype with clinical findings from other patients, or clinically characterized syndromes
(Chen et al. 2008; Battaglia et al. 2008; Battaglia 2011; Vieira et al. 2011). Further, array-
CGH only reviews breakpoints which result in unbalances, and additional breakpoints, and
altered order or orientation of chromosome segments are likely to be present in ours patient
genome.

CCRs are relatively rare in the population, and about 270 cases have been documented so
far (review in Pellestor et al. 2011; Liu et al. 2011). The last few years, chromotripsis, the
phenomenon of a massive genomic rearrangement occurring in a supposedly single cata-
strophic event, was described to occur in 2% of the genome (Stephens et al. 2011). This shat-
tering and reassembly of a chromosome was also reported in the germline (Kloosterman et al.
2011; Plaisancie et al. 2014). In particular, the work of Liu et al. (2011) characterized 17 of
such CCRs and revealed what they called a chromotripsis-like pattern of rearrangement. The
highest frequency and resulting complexity of chromotripsis in cancer cells compared to
germline events can possible be ascribed to a more stringent selection against resulting pheno-
types.

In conclusion, our patient has a complex rearrangement involving the 1p36.33-p35.3 re-
gion which partially overlaps a broad phenotype of the 1p36 deletion syndrome. Although the
CCR causative mechanism remains unknown, the lack of evident mosaicism in this and other
CCR cases point to a single catastrophic chromosome shattering and joining event, as postu-

lated for chromotripsis, rather than successive or sequential rearrangements.
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RESUMO

Holoprosencefalia (HPE) é a malformac&o mais comum do cérebro e rosto em seres
humanos (1 em 250 fetos, e 1/16, 000 nascimentos). O surgimento de HPE € associado a
disfuncdo de multiplos genes envolvidos na formacdo do prosencéfalo. Isso envolve todos os
fatores das vias de sinalizacdo SHH, NODAL, FGF e BMP. Além disso, a equipe de Rennes-
Franca mostrou recentemente que a via de sinalizagdo Notch também esta envolvido na
etiologia da doenca. Realizamos a hibridizacdo in situ de cinco genes (ASCL1, TAGLN3, BSX,
CHGA, NHLH1 e HES5) relacionados no desenvolvimento do hipotalamo para dissecar o

papel da cada um na sinaliza¢do envolvido no desenvolvimento de HPE.

INTRODUCAO

Holoprosencefalia (HPE) é a malformacdo mais comum do cérebro e rosto em seres
humanos (1 em 250 fetos, e 1/16, 000 nascimentos). Caracteriza-se pela separacdo incompleta
dos hemisférios cerebrais em distintas metades direita e esquerda. Outros derivados do
cerebro anterior, incluindo o talamo e pituitaria, também podem desenvolver de forma
anormal. Trés graus de gravidade crescente sdo descritas: lobar, semi-lobar e alobar HPE.
Outro subtipo mais suave de HPE chamada variante média inter-hemisférica (MIHF) também
é relatado (Barkovich e Quint, 1993). Clinicamente, exibe penetrancia incompleta, e sua
expressividade é extremamente varidvel. Na maioria dos casos, anomalias faciais sdo
observadas em HPE, como ciclopia, probodscide, fenda labial/palatina mediana em formas
graves, hipotelorismo ocular ou incisivo central superior tnico em formas menores (Lazaro et
al, 2004 Kauvar e Muenke, 2010.; Dubourg et al, 2010).

HPE € geneticamente heterogéneo com mais de 80% dos genes atualmente
desconhecidos. Geralmente, sua etiologia € atribuida a mutacdo de novo ou heranca
autossémica dominante de mutacdes deletérios dos 12 genes de HPE (Roessler et al, 1996;
Brown et al, 1998;. Wallis et al, 1999;.. Gripp et ai, 2000, Roessler e Muenke, 2010).

Desde 1997, um grupo internacional foi organizado em Rennes-Franga e levantou
mais de 1500 amostras ou sangue fetal para estudos com HPE. Até a presente data, 0
diagnostico molecular permanece desconhecido em 70% dos pacientes.

As andlises pelo grupo de Rennes por hibridizagdo gendmica comparativa
(arrayCGH) e pelo sequenciamento do exoma, permitiu isolar genes potencialmente
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envolvidos nesta patologia. O objetivo da equipe de Rennes é elucidar a base molecular da
HPE de desenvolver abordagens funcionais para validar novos genes candidatos. Isso envolve
todos os fatores da sinalizacao da via do SHH, NODAL, FGF e BMP.

Além disso, a equipe de Rennes recentemente mostrou que a via Notch esta também
envolvida na etiologia da doenca. Até 0 momento, uma visdo geral das interaces entre estas
proteinas durante o desenvolvimento do cérebro anterior ndo esta disponivel. Portanto, validar
genes candidatos previamente identificados pela equipe, é imprescindivel para melhorar o
entendimento da genética de HPE.

O Objetivo deste projeto foi validar a hipdtese de que ha o envolvimento de varias vias
de sinalizacdo (SHH, NODAL, BMP, FGF e Notch) para o surgimento de HPE e enriquecer os
conhecimentos sobre a base genética desta afeccdo. Realizou-se anélise da expressdo de cinco
neurogenes como ASCL1, TANGL3, BSX, NHLH1 e HES5 pertencentes a via Notch.

MATERIAL E METODOS

Neste trabalho foram utilizadas duas técnicas:

- Experimentacdo Animal (cultura de embrides de galinha) associado ao uso de
ciclopanima (inibidos da via SHH)

- Hibridizag&o in situ em embrides inteiros.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizou-se analise da expressdo de cinco neurogenes relacionados ao
desenvolvimento do sistema nervoso, como ASCL1, CHGA, TANGL3, BSX, NHLH1 e HES5
apos hibridizacéo in situ.

Houve alteracdo na expressdo dos cinco genes (Figura 01).

O gene ASCL1 mostrou perda da expressdo nos embrides tratados com ciclopamina na
regido do hipotalamo e um aumento da expressdo na formacédo do tubo neural (figura 01a). Os
genes CHGA, TAGNL3, BSX, NHLH1 mostraram apenas diminuicdo da expressdo nos
embrides tradados com ciclopamina (figura 01 b, c, d, e e respectivamente). A auséncia da
expressdo de BSX deve ser devido ao estagio de desenvolvimento, imaginamos que o embrido

no estado HH9 é jovem e que a expressao deste gene tenha inicio tardio.
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O gene Hes5 mostrou um aumento da expressdio em embriGes tratados com
ciclopamina (figura 01f).

A ciclopamina é um inibidor da via SHH, promovendo assim um desequilibrio na
expressao dos genes neurogénicos permitindo destacar deste estudo que ha uma provavel
ligagdo intima nas vias Notch e SHH no desenvolvimento neurolégico, porém este trabalho
faz parte de um projeto da Universidade de Rennes, em andamento. Assim outros trabalhos
precisam ser concluidos para alcancar as respostas que sustentam a hipétese se que ha o
envolvimento de varias vias de sinalizagdo (SHH, NODAL, BMP, FGF e Notch) para o
surgimento de HPE.

Fraiten. Gick oxatrele HEG
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Controle

HBC

Figura 01: expressdo dos genes neurogénicos durante o desenvolvimento embrionario de galinha. Ha
comparacao entre os grupos tradados com ciclopamina e controle. a) ASCL1, b) CHGA, c)TANGL3, d)BSX,
e)NHLH1 e f)HES5
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Prezado(a) Senhor(a)

O projeto de pesquisa encaminhado a este Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos, denominado “Analise genética em individuos com holoprosencefalia
através das técnicas de MLPA e arrayCGH", de autoria de BRUNO FAULIN GAMBA
desenvolvido sob sua orientagdo, foi enviado ao relator para avaliagao.

Na reunidao de 26 de abril de 2011, o parecer do relator aprovando o projeto. foi
aceito pelo Comité, considerando que nao existem infragoes éticas pendentes para inicio
da pesquisa. Solicitamos a V.8a. a gentileza de comunicar o parecer ao(a)
pesquisador(a).

O(A) pesquisador(a) fica responsavel pela entrega na SVAPEPE - Apoio ao
Projeto de Pesquisa dos relalorios semestrais, bem como, comunicar ao CEP todas as
alteragdes que possam ocorrer no projeto.

Informamos que apos o recebimento do trabalho concluido. este Comité enviara o

parecer final para publicagdo do trabalho.
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