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Determinacao das alteragdes genémicas em pacientes com
malformacdes congénitas

RESUMO

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

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

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

1.1.2. Citogenémica (array-CGH)

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

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

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

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

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

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

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

A intepretacdo dos resultados do array-CGH representa grandes desafios para o
diagnostico, devido a elevada quantidade de informacao gendmica gerada e a necessidade
de plataformas de bioinformética no processamento dessas informagdes (SANLAVILLE
et al., 2005; WRIGHT et al., 2016).



]

DNA de referéncia ~ DNA teste DNA de referéncia DNA teste
Marcag¢ao do DNA ? ?
Hibridizacao
e» ©
e ©
e <
o Q
Revelacao ®o ®
oo s
® o [
[ I N
08 12 Gate i
Andlise das taxas de - ; sk S
A . 04
fluorescéncia G &/
o )2
’ ™ o Yo .0 o0 oo
5 ol [scures]
-l C/ o2 LY 10 i 10 &=
cage 08~
perte L bras court Ak R bras long
Resolucao 5 Mb 1 Mb

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

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

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

1.2.1. Desequilibrio gendémico: Anomalidades cromossémicas

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

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

Geralmente, as ACs sdo identificadas em criancas que apresentam sinais clinicos
como MCs e/ou atraso do desenvolvimento e/ou deficiéncia mental e em casais com
recorrentes abortos espontaneos (SHAFFER; LUPSKI, 2000).



20

Duplicagéo
| | |
axms — @D

B Translocagdo

l l Reciproca equilibrada
GEIND EEBIND EEIED CEBIE»
) | Fusao centromerica
CUITD GUIID AOmaIID (D]
(Robertsoniana)
Perda
C Delegao
l E
aBED — CEBED (D] Inversao
Fragmento | | Paracéntrica
¢ (D — ([
Cromossomo em anel | | Pericéntri
| | ericéntrica
@ BOE» — @ C1) S -

Fragmento

Figura 1: llustracdo geral dos tipos de rearranjos cromossémicos estruturais. A: duplicacdo de fragmento
cromossdmico. B: translocagdes cromoss6micas, do tipo reciproca e robertsoniano. C: delecbes de
fragmentos cromossdmicos. D: formagéo do cromossomo em anel, e perda de fragmentos cromossdémicos.
E: InversGes cromossdmicas. Paracéntricas quando ndo envolve o centrémero. Pericéntrica quando a

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

1.2.2. Cromossomos marcadores e mosaicismo

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

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

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

enquanto que aproximadamente 30% dos casos com sSMCs apresentam caracteristicas
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clinicas como alteracdo no padrdo de crescimento e desenvolvimento, assim como
problemas intelectuais (OU et al., 2013).

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

1.3. Variacéo Estrutural Genémica: Copy number variants - CNVs

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

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

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

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

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

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

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

alteracBGes cromossdmicas as familias.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Caracterizar desequilibrio gendmico sem diagndstico sindrdmico previamente
descritos pelas técnicas de citogenética classica, molecular visando apurar os pontos de
quebras e genes inseridos na regido cromossémica alterada por meio da citogenémica em

estudos de casos.

2.2. Especificos

= Caracterizar desequilibrios genémicos em pacientes portadores de

caridtipos anormais identificados por meio de bandamento GTG;

= Compilar estudos de casos com correlacdo cariétipo-genotipo-

fenotipo em anomalias genéticas estruturais;

= Contribuir com a literatura cientifica em casos raros, visando o

aumento do conhecimento sobre tais altera¢cGes cromossdmicas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuista

O estudo tem sua casuista composta por 3 pacientes com rearranjo cromossémico
incomum, triados juntos ao banco de dados do Servigo de Aconselhamento Genético
(SAG) — I1BB/ Unesp.

Os responsaveis pelos pacientes assinaram Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (responsavel legal- paciente incapaz) e o termo de consentimento
autorizando a publicacdo em meio cientifico dos casos (Anexos A e B). Ambos os termos
foram assinados em duas vias, sendo que uma via ficou com o responsavel legal e a outra
se encontra no prontuario do paciente junto ao Servico de Aconselhamento Genético
(SAG).

3.2. Etica

Os presentes copilados de casos foram encaminhados ao Comité de Etica em Pesquisa
(CEP), da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP- SP e obtiveram aprovagdo da
pesquisa (Numero de parecer: 3.007.729 e 3.007.674) em 08 de Novembro de 2018, sem

a necessidade de envio & Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

3.3. Avaliacdo clinica

As avaliacOes clinicas dos pacientes foram realizadas pelo geneticista do SAG com
base na ficha de anamnese genético-clinico e para melhor documentacdo do caso, todos
os pacientes foram fotografados (frente, perfil, membros superiores e inferiores). Os
sinais clinicos foram tabulados como presentes (+), ausentes (-) ou ndo relatados (NR).
Foram realizadas medicGes antropométricas nos pacientes (peso, altura, perimentro
cefélico), bem como a investigacdo de dados de nascimento (idade gestacional e a
adequacdo do peso de nascimento para a idade gestacional) de acordo com os critérios de
percentis da OMS. Foram também anotadas informaces a respeito de exames adicionais

realizados nos pacientes (raio-X, tomografia etc).
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3.4. Analise citogenética e molecular

3.4.1. Cultura temporaria de linfdcitos periféricos

As culturas de linfocitos de sangue periférico foram desenvolvidas segundo a técnica
proposta por Moorhead et al. (1960) e a obtencdo de cromossomos prometafasicos pela
técnica descrita por Yunis (1976), ambas modificadas.

Foram coletados cerca de 5 ml de sangue venoso periférico inseridos em tubos de
heparina a vacuo (Liquemine Roche® 5000u/ml) e mantidos em posicdo vertical a
temperatura ambiente, para que ocorresse a sedimentacdo e a suspensdo da camada de
linfocitos. Cerca de 1 ml de plasma sanguineo (enriquecido por linfécitos) foram
inseridos em frascos de cultura contendo 4,5 ml de RPMI (CULTILAB®), suplementado
com 20% de soro bovino fetal (GIBCO®) com o acréscimo de 0,1 ml de
fitohemaglutinina (DIFCO®) e 0,1 ml de antibidticos (GIBCO®).

Os frascos de cultura foram postos em estufa a 37°C por 72 horas. Para a obtencao de
cromossomos metafasicos, apds 71 horas de cultivo celular foi adicionado 0,1 ml de
Colchicina (0.0016-SIGMA) em cada frasco de cultura, mantidos em estufa a 37°C por
mais 45 minutos. Logo apds, os contetdos dos frascos foram transferidos para tubos de
centrifuga (15ml) e centrifugados a 1500 rpm por cinco minutos. Apos esse periodo foi
feita a hipotonizagcdo do material, acrescentando-se 5 ml de solugéo hipotonica (KCL
0,075M) pré-aquecida a 37°C e realizada homogeneizacao retornando as culturas a estufa
a 37°C por mais vinte minutos. Apds esse periodo, realizou-se a fixacdo da cultura,
acrescentando-se 1 ml de fixador (metanol/acido acético 3:1) e o material foi submetido
a centrifugacdo por 5 minutos a 1500 rpm, repetindo o processo de fixagdo e centrifugacédo
por mais duas ou trés vezes. O pellet de linfécitos, acrescido de 1 ml de fixador, foi entdo

armazenado em freezer (-20°C).

3.4.2. Coloracéo e bandamento

As metéafases e prometafases, obtidas pela técnica de cultura temporaria de linfécitos,

foram submetidas as técnicas de bandamento GTG e FISH.

3.4.3. Bandamento G (GTG)

Para obtenc¢do de banda G foi utilizada a técnica modificada de Seabright (1971).

As laminas foram imersas em solucdo de tripsina 0,025%, diluida em tampéo fosfato
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0,06M com pH 6,8 em banho-maria a 37°C por 2 a 3 segundos. Em seguida, foram lavadas
com agua destilada e coradas em solucdo de Giemsa 4% com tampao fosfato pH 6,8 por

aproximadamente 2 minutos.

3.4.4. Técnica de Hibridizacao in situ Fluorescéncia (FISH)

As técnicas da FISH, para as sondas comerciais, seguiram os padrfes do protocolo
que acompanha cada produto. Neste estudo foram utilizadas sondas WCP da VYSIS® e
sonda satélite da CYTOCELL® para o cromossomo 6; Sondas WCP para 0s cromossomos
1,12 e 14 CYTOCELL®.

3.4.5. Extracdo de DNA

Cerca de 3 ml de sangue periférico total foi colhida em tubos com EDTA a vacuo. A
extracdo de DNA do copilado de caso sSMC (6), foi realizada utilizando o kit de extracao
da Wizard® Genomic DNA Purification Kit (PROMEGA®), seguindo o protocolo do
fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas e qualificadas através de leitura em
spectrofotometro (ND-100 Spectrophotometer da NanoDrop®), utilizando-se 1,0ul da
amostra. Aproximadamente 20ul de DNA [<100 ng/ul], da paciente, foi enviado ao
Baylor Miraca Genetics Laboratories (Texas, U.S.A) para a realizacdo da técnica de

hibridizacdo gendbmica comparativa (aCGH).

A extracdo de DNA, dos copilados de casos do cromossomo 12 e da t(1;14), foram
realizadas por meio do método MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit
— Epicentre (US), a partir de 200 puL de sangue total coletado de dois pacientes, seguindo
as recomendacgdes do fabricante. O material obtido foi quantificado em NanoDrop,

utilizando-se 2puL de cada amostra.

3.5. Analise citogendmica
3.5.1. array-CGH

A técnica de array-CGH foi realizada em colaboragdo com o Laboratério de
Citogenética Molecular Humana no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto (FMRP), coordenado pela Profa. Dra. Lucia Regina Martelli. Para
realizacdo da técnica foi utilizado o chip Human Genome CGH Microarray Kit, 2x400K

(Agilent®, USA). Essa plataforma possui 420.288 sondas em regides ndo variantes do
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genoma, com espacamento médio de 5,3kb, permitindo a deteccdo de variacdes de
numero de copias (CNVs), bem como ganhos e perdas em todo o genoma. Nesta técnica,
0 DNA gendmico da amostra (DNA teste) e um DNA controle (DNA referéncia),
adquirido comercialmente, séo diferentemente marcados com as cores azul e vermelha,
sendo hibridizados em lamina contendo sondas referentes a todo 0 genoma humano.

A técnica de array-CGH ocorre em trés etapas. A primeira etapa ap0s a extracao e
quantificacdo do DNA foi a de fragmentacdo, realizada com o kit Genomic DNA
Enzymatic Labeling (Agilent®, USA). A solugéo de digestéo foi preparada de acordo com
as instrucdes do fornecedor, para os DNAs dos pacientes e seus respectivos controles,
masculino e feminino, adquiridos da mesma empresa (Agilent®, USA). A reacdo de
fragmentacdo foi preparada contendo, além das enzimas de restricdo Alu I (10 U/uL) e
Rsa | (10U/uL), agua nuclease-free, tampdo 10x e BSA acetilado (10 U/uL). Foram
adicionados 5,8uL desta mistura a cada tubo de reacdo contendo 20,2uL de DNA
genémico, completando um volume de 26uL. As amostras foram digeridas em
termociclador, segundo o protocolo: 37°C por duas horas, em seguida a 65°C por 20
minutos para inativagdo enzimatica, e entdo mantidas a 4°C até a finalizacdo manual do
programa. Para verificacdo do tamanho dos fragmentos gerados, utilizamos 2L de cada
amostra em gel de agarose 2%, devendo apresentar entre 200 a 800 pb. Na segunda etapa,
foi realizada a marcacdo do DNA teste e do DNA controle com os fluoréforos, Cyanine
3-dUTP (Cy3) e Cyanine 5-dUTP (Cy5). Inicialmente, foram adicionados as amostras
5uL de random primer e novamente submetidas ao termociclador, programado com dois
passos: o primeiro de trés minutos a 95°C e o0 segundo a 4°C até a finalizagdo manual do
programa. O mix de marcacdo foi preparado contendo dgua nuclease-free, tampéo de
reacdo 5x, dNTPs 10x e ExoKlenow, além dos fluoréforos Cy5 e Cy3. Foram entdo
adicionados 21uL do mix de marcagdo em cada um dos tubos de reacdo contendo o DNA
gendmico, totalizando um volume de 50pL cada.

As amostras foram levadas ao termociclador, utilizando-se 0 mesmo programa da
etapa de fragmentacdo. A terceira etapa foi a de purificacdo, realizada com filtros Amicon
30kDa. Primeiramente, foram adicionados a cada amostra, 430uL de TE 1x (pH 8.0). Os
filtros foram posicionados em tubos de microcentrifuga e carregados com DNA marcado.
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 17.530 x g, em temperatura ambiente.
Apo6s o descarte do filtrado, foram adicionados mais 480uL de TE 1Xx, repetindo a
centrifugacdo e o descarte do filtrado. O material retido, juntamente com o filtro, foi

vertido em novo tubo de microcentrifuga de 1,5mL e centrifugado por um minuto em
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temperatura ambiente a 358 x g, para obter a amostra purificada. O volume de cada
amostra foi mensurado em pipeta e completou-se com TE 1x para um volume final de
41ul. Cada amostra foi quantificada em NanoDrop para determinagdo do rendimento das
cianinas. Finalmente, as amostras teste e controle, devidamente marcadas com cyanine-5
e cyanine-3, foram combinadas em um Unico mix, para analise gendmica comparativa. A
etapa seguinte foi a de preparacdo do DNA marcado para a hibridacdo. Nesta etapa, foi
preparada uma solucdo de hibridacdo com 212,5uL de Cot-1 DNA (1,0mg/mL), 221uL
de 10x aCGH Blocking Agent e 1.105uL de tampéo de hibridacdo 2x HI-RPM. Um
volume de 181pL foi adicionado em cada tubo contendo o DNA marcado, totalizando
260uL. Apos homogeneizacdo por pipetagem, as amostras foram levadas ao banho seco
a 95°C por 3 minutos e a 37°C por 30 minutos. Na etapa de hibridacédo, 245uL do mix de
hibridacdo misturados ao DNA foram aplicados em cada um dos campos da laminula que
foi unida a lamina de hibridacdo e envolvida por uma camara de vedacdo. A mesma
camara foi colocada em prateleira rotatéria em forno de hibridacdo a 67°C, 20 rpm, por
40 horas. Na etapa seguinte, foram feitas as pds-lavagens. Inicialmente, lamina e laminula
foram separadas manualmente e mergulhadas em tampéo de lavagem Oligo aCGH | em
temperatura ambiente. As laminas foram lavadas, sendo a primeira lavagem feita com
tampédo Oligo aCGH |, em temperatura ambiente por cinco minutos, com agitacdo
magnética. A segunda lavagem foi feita com o tampdo Oligo aCGH 2, a 37°C com
agitacdo magnetica por um minuto. Em seguida, as laminas foram lavadas em acetonitrila,
também em agitacdo magnética, por 10 segundos e mergulhadas em solucdo de
estabilizacdo e secagem, com a mesma agitagdo por 30 segundos. Apds as lavagens, as
laminas foram posicionadas no suporte SureScan para serem escaneadas. Para o
escaneamento das laminas de microarray, utilizou-se o Agilent SureScan C Scanner
G2505. O software “The Feature Extraction” v10.5, foi utilizado para a analise das

imagens.

3.6. Analise de Bioinformatica

A interpretacéo dos resultados ocorreu por meio do software Nexus Copy Number,
versdo 8.0 desenvolvido pela Biodiscovery® (http://www.biodiscovery.com/nexus-copy-
number/), considerando o genoma de referéncia GRCh37/hgl9. Os segmentos de
delegdes e duplicacdes que foram detectados foram comparados com perdas/delecéo e

ganhos/duplicacdes relatados em recursos on-line publicamente disponiveis e em bancos
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de dados de anormalidades e variantes cromossoémicas. Como referéncia, usamos dados
publicos de bancos de dados compilados e colaborativos, incluindo o Clinical Genomic
Resource (ClinGen) (http://clinicalgenome.org/); o Banco de Dados de Desequilibrio
Cromossémico e Fenotipo em Seres Humanos usando Ensembl Resources (Decipher)
(http://decipher.sanger.ac.uk/); o Database of Genomic Variants (DGV)
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home); o Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/); e o Navegador de Genoma da
Universidade da Califérnia Santa Cruz (UCSC) (http://genome.ucsc.edu/). Uma revisao
de genes e outros loci mapeados para as regides deletadas e duplicadas foi realizada,
usando bancos de dados do genoma humano, como o GeneCards®: Human Gene
Database (https://www.genecards.org/); o Online Mendelian Inheritance in Man
(OMIM®) (http://omim.org/); e 0 PubMed (NCBI)
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).
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4. RESULTADOS

Com as informacBes obtidas por meio da avaliacdo clinica, citogenética,
molecular e citogendmica (array-CGH) foram redigidos 03 relatos de casos (Case

Report e Short Communication), descritos no formato das respectivas revistas.

4.1. Artigo cientifico 01

Revista Cientifica: Molecular Cytogenetics
Fomato da publicacdo: Case report
Fator de impacto (2017/2018): 1.167

Status: Sob revisdo da Dra Sarah H. Elsea (co-autora do artigo)
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Case Report

Small supernumerary marker chromosome (SSMC) (6) and partial 6q dup in
a child with skeletal dysplasia, developmental delay and intellectual
disability

Jakeline Santos Oliveiral; Catia Regina Branco da Fonseca 3; Deise Helena de Souza?; ( outher co-autor?) ; Sarah Elsea 2; Danilo
Moretti-Ferreirat
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2 Dept. of Molecular and Human Genetics/ Baylor College of Medicine. One Baylor Plaza, NAB 2015. Houston, TX 77030, U.S.A.
3 Dept. of Pediatrics, School of Medicine of Botucatu — FMB/Unesp-S&o Paulo/Brasil

Corresponding author:

Abstract

Background: Partial trisomies involving chromosome 6 are considered rare chromosomal abnormalities.

The marker chromosomes (sSMC) are defined as structurally abnormal chromosomes.

Case presentation: We describe a patient with two duplication 10,335 Mb and 10,765 Mb size
approximately in regions 6p11.2q12 of and 6q14.1q14.3, characterized by Chromosome microarray
analysis (array-CGH), presenting the clinical signs skeletal dysplasia (form), developmental delay,
intellectual disability, and language delay.

Conclusion: The clinical signs described in the patient were similar to other patients with duplication of
the 6g14 region. Of the marker chromosome present in patient was confirmed by the FISH technique, as
coming from chromosome 6 and with the presence of centromere. The genes PGM3, MYO6 and IMPG1
were associated with sensory changes, immune deficiency and hypertrophy cardiomyopathy. Few are the
cases in the literature with patients described with duplication involving the 6q11-6916 regions. The patient
described refine the potential genes correlated with the phenotype correlated with the 6q14 region.
Keywords: partial trisomy; small supernumerary marker chromosome (sSMC); array-CGH; developmental

delay
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Background

Marker chromosomes, also known as small supernumerary marker chromosomes
(sSMC), are defined as structurally abnormal chromosomes characterized only by
molecular cytogenetic techniques [1]. Many sSMCs originate from a single chromosome
and, in rare cases, arise from two different chromosomes, thus forming complex
rearrangements. The frequency of sSSMCs in the general population is ~7.9/10,000 live
births [2].

Due to the heterogeneous phenotype of the sSMCs, the interpretation of clinical
significance is extremely problematic, since it depends on the origin, size, content and
structure of the sSMCs, as well as on the degree of mosaicism, varying amounts of
eucomatin, and parental origin [3]. About 30% of patients with SSMC have clinical signs,
such as growth retardation and learning problems. There are few sSMCs that result in
syndromes, such as Pallister-Killian syndrome (OMIM: 601803) and cat eye syndrome
(OMIM: 115470) [4].

Partial trisomies of chromosome 6 are rare, and the regions frequently involved in the
literature are 6pl1 — p25 and 6ql14 — q22[5,6]. Partial trisomy of the short arm of
chromosome 6 was first described by Therkelsen et al. [1971] and is still considered rare
today. Despite the different sizes of duplications involved in 6p trisomies, phenotypic
characteristics were established as a phenotype, which includes: low birth weight,
developmental delay, growth retardation, craniofacial anomalies and congenital heart
diseases [5]. Reported craniofacial features include frontal bossa, blepharophimosis,
blepharoptosis, low-set or malformed ears, small pointed chin and bulbous nose [7,8].
The 6p trisomies may be a consequence of translocation, interstitial duplication,

inversion, or complex chromosomal rearrangements, such as sSSCMs [9].
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Duplications of the long arm of chromosome 6 are rare, and few cases are described in
the literature [10]. The most frequent phenotypic characteristics include: severe
intellectual disability (ID), short stature, eating difficulties, microcephaly, dysmorphic
features such as frontal bossing, lower eyelid fissures, depressed nasal bridge, tented
upper lip, micrognathia, and joint contractures [6].

Skeletal dysplasias are congenital alterations of bone and cartilaginous development, with
incidence of 1.3-3.2/10,000 live births. They are variable in severity, and the phenotype
is classified according to the clinical and radiological standard. Currently, the diagnosis
also encompasses genetic testing which allows the correlation of genes to specific
phenotypes, expanding the understanding of these dysplasias and the establishment of
new phenotypic associations [11].

Here, we describe a patient with skeletal dysplasia, developmental delay, intellectual
disability, and language delay, with a mosaic sSMC causing a partial trisomy
6p11.2—ql2 and an interstitial trisomy 6q14.1—q14.3.

Case presentation

We present a 2 year old female patient, born by Caesarean section delivery in hospital.
She is the only daughter of a non-consanguineous couple, young and healthy. The mother
was followed prenatally, and the first fetal movements began at 3 months of gestation.
Gestation lasted 37 weeks, and birth weight was 1.950 kg (<10th percentile) and 43 cm
(<10th percentile). The patient presented cyanosis and jaundice, remaining for 22 days in
phototherapy treatment.

In the 2-year-old clinical examination, height was 74 cm (percentile <3.95), weight of
7.570 kg (percentile <3.58) and OFC 43 cm (percentile <2). The clinical evaluation
revealed microcephaly, brachycephaly, prominent forehead, strabismus, dental

anomalies, micrognathism, short nose, forward nostrils, smooth nasolabial filter, thin lip,
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tented upper lip, low-set ears, nail malformation, sharp fingers, digitized thumb, bilateral
flat feet, (Fig. 1), cardiac murmur, skeletal dysplasias, hypotonia, language disorder,
hyperarousalism, severe developmental delay, and intellectual disability.

Methods

Standard peripheral blood lymphocyte cultures were performed according to the
technique of Moorhead et al. [1960], with minor modifications for both patient and
parents. GTG Karyotyping (300-550 bands) followed the technique of Seabright [1971]
and the high resolution Yunis [1976], both modified. FISH technique was performed
according to the manufacturer's protocol, using ONCOR® coatasome probe for
chromosome 6 and CYTOCELL® satellite probe for chromosome 6. About 3 ml of blood
was collected in tubes containing the patient's EDTA for DNA extraction, following the
protocol of the Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA®) extraction kit. The
extracted DNA was quantified by NanoDrop (ND-1000 spectrophotometer and software;
NanoDrop Technologies, Berlin, Germany). Comparative genomic hybridization (aCGH)
technique was performed according to the Agilent® platform using the Human Genome
CGH Microarray Kit, 2x400K. Results were interpreted through repositories of online
databases, including UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19)
(https://genome.ucsc.edu/), DGV (http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), DECIPHER
(https://decipher.sanger.ac.uk/),  OMIM (http://omim.org/)  and PUBMED
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/).

Results

Karyotype by GTG banding of the patient revealed mos 47,XX,+mar [9]/46,XX[11] (Fig.
2A). Parental karyotypes were normal. Chromosme microarray analysis (CMA) revealed
a gain of the chromosomal band 6pl1.2—ql2 [hgl9:57329882-67664557]x3 of

approximately 10,335 Mb in size, and a gain in the number of copies of the chromosome
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band 6q14.1—q14.3 [hg19:76628463-87393924]x3 of approximately 10,765 Mb in size.
CMA results were validated with FISH, illustrating the marker chromosome (sSMC)
originated from chromosome 6 and contained the chromosomal region 6pl1.2—ql2,
including the centromeric region (Fig. 2C). The genes contained in the 6pl11.2—ql2
region include PRIM2, GUSBP4, MTRNR2L9, KHDRBS2, LGSN, PTP4A1, PHF3, EYS
and MCART3P.

The chromosome region 6ql14.1—q14.3 contains the following genes: MYOG6, IMPG1,
HTR1B, IRAK1BP1, PHIP, HMGN3, LCA5, SH3BGRL2, RNY4, ELOVL4, TTK,
BCKDHB, FAM46A, IBTK, TPBG, UBE3D, DOPEY1, PGM3, RWDD2A, ME1, PRSS35,
SNAP91, RIPPLY2, CYB5R4, MRAP2, KIAA1009, TBX18, AK024998, NT5E, SNX14,
SYNCRIP, SNHG5, and SNORD50A, SNORD50B.

Discussion

The presence of a SSMC in a patient with congenital malformations immediately leads
the cytogeneticist to assume that the presence of this extra chromosomal material would
be associated with the changes presented by the patient. However, the detection of a
sSMC poses great challenges to diagnosis through classical cytogenetics, since it is
possible to only find the presence of SSMC, limiting the characterization of its origin, and
it is fundamental to apply other methods such as FISH and aCGH [4].

In the present case, after analysis of classical cytogenetics (mos
47, XX,+mar[9]/46,XX[11]), the analysis using the aCGH technique indicated gains in
the chromosomal regions 6p11.2—q12 and 6q14.1—q14.3 with sizes of 10,335 Mb and
10,765 Mb, respectively, and indicating that the material contained in the SSMC was
derived from chromosome 6. Generally, sSSMCs exhibit a significant proportion of
heterochromatin, it is possible to identify them by analysis of fluorescence in situ

hybridization techniques (FISH), using centromeric probes specific [12]. In this way, it
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was validated by FISH that the sSSMC present in the patient, contains the duplicated
centromeric chromosomal region 6p11.2—ql2.

There are few cases in the literature of alterations in this chromosomal region. The studies
carried out by Huang et al. (2012), Liehr et al. (2006), Leite et al. (2006) and Bartsch et
al. (2005) reported cases of individuals with inserted chromosomal abnormalities in a
similar sSSMC chromosomal region 6pl1.2—ql2, these patients did not show any
phenotypical alterations. Thus, we assume that the clinical signs of this case are due to
duplication of the chromosomal region 6q14 .1—q14.3 (Table I).

The present case shares clinical signs as microcephaly, long broad nasal bridge, small,
low set ears, abnormal gait, Intellectual disability, delayed motor skills and delayed
development similares to the cases described by Roland et al. (1993), Giardino et al.
(1994), Wentzel et al. (2014), Sanmann et al. (2016), who described patients with
duplications involving the 6q14 region, with different size and chromosome break points.
The patients described by Giardino et al. (1994) and Sanmann et al. (2016) present large
duplications involving the 6g11 and 616 regions, followed by the doubling described in
the present case, but only in our patient was the duplication of the chromosomal region
6ql14.1 — q14.3 (Table II). These patients also present sensory alterations, such as hearing
loss, and immunological deficiency.

Genes involved in these processes that are duplicates in both our patient and those
previously published, include PGM3, MYO3, and IMPGL. In addition, copy number
variants (CNVs) classified as pathogenic have been described overlapping with the MYO6
and IMPGL genes in the DECIPHER repository, in four individuals (IDs: 4070, 283786,
291621 and 338250) with clinical signs such as microcephaly, hypotonia and language

delay. These clinical signs are also present in our patient.
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PGM3 encodes a member of the phosphohexose mutase family. The encoded protein
mediates both glycogen formation and utilization by catalyzing the interconversion of
glucose-1-phosphate and glucose-6-phosphate. Pathogenic variants in PGM3 identified
by exome sequencing were associated with immunodeficiency (OMIM: 615816),
autoimmunity, neurocognitive impairment and skeletal dysplasia [13].

MYO6encodes myosin 6, a reverse-directed motor protein that moves toward the lower
end of the actin filaments. It functions in a variety of intracellular processes, such as
vesicular membrane trafficking and cell migration, as well as the structural integrity of
inner ear (similarity) hair cells. Mutations in this gene are responsible for hereditary
hearing loss and hypertrophic cardiomyopathy (OMIM: 606346); however, additional
studies are needed to elucidate the molecular basis governing interactions of this
gene[14]. In the present patient, a surgical procedure was performed for the correction of
cardiopathy associated with atrial and interventricular communication (CIA + CIV).
IMPG1 encodes a proteoglycan protein, the main component of the retinal
interphoreceptor matrix, which plays an important role in maintaining the viability of
photoreceptor cells and in the adhesion of the neural retina to the retinal pigment
epithelium. Mutations in this gene cause hereditary dystrophies of the retina (OMIM:
616842), characterized by yellow deposits visible in the ocular fundus [15].

Thus, PGM3, MYO3 and IMPG1 are strong candidates for the clinical features present in
patients, but studies using exome sequencing to identify additional pathogenic variants
are necessary to confirm such changes.

Among the cases of proximal 6q duplications involving the 6gl11-gl16 regions, four
patients were described with parental duplications of parental translocations [16,17] and

two cases were described as de novo duplications [10,18]. In the present case, we
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hypothesized that the duplications described in the patient were de novo, since the
parental karyotype were normal.

Conclusions

The cases described with 6q14.1 duplications in the literature are rare, so a 6q duplication
genotype/phenotype correlation in our patient provides a better understanding of the
clinical signs, as well as the ability to associate such imbalances with the genes
characterized in the region, making possible the association with similar cases in the

literature and genetic counseling to the patient and family members.
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Table I. Description of cases diagnosed with SSMC derived from chromosome 6.

Cases Reference % Abnormal cells (peripheral
blood)
1 Present case 45%
2 Huang et al. [2012] case 75%
1

3 Liehr et al. [2006] case 6 84%

4 Leite et al. [2006] case 2 NR

5 Bartsch et al. [2005] case 83%

38
* assembly GRCh37/hg19; NR-not reported/not determined.

Inheritance Chromosome region

De novo

De novo

De novo
De novo
De novo

6pl1.2—ql2

6p21.2—q11.2

6pll.1—qll.1
6pl2—qll.1

r(6)(pl1gll)

41

Phenotype

Developmental  delay, intellectual
deficiency, language delay, dysmorphic
faces, skeletal dysplasia

Small for gestational age,
developmental delay, epilepsy, mild
dysmorphic face

Normal child

Normal child at 4 years

No congenital anormalies, normal
development at 7 months
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Table I1. Description of clinical signs in patients with partial duplication.

Phenotype Roland et al. [1993] Giardinoetal. [1994] Wentzel et al. [2014] Sanmann et al. [2016] Present case [2018]
dup 6q14—ql6 dup 6q11—ql5 dup 6913—ql4.1 & dup dup 6ql4.1—ql6.1 dup 6q14.1—q14.3
case 2 6q14.2—q16.1

case 1

Intellectual disability + + + + +

Delayed motor skills + + + + +

Delayed development + + + + +

Microcephaly + + + - +

Long broad nasal bridge + + + + +

Short/smooth philtrum +/- +/- - + +

Abnormal eyebrows + NR NR + -

High-arched palate NR + + - -

Small, low set ears NR + + + +

Syndactyly - + + - +/-

Pes planus + + + - +

Abnormal gait NR NR + + +

Hypotonia + + + - +

Seizures - NR - + -

+, positive feature; -, negative feature; NR, not reported/not determined; +/-, uncertain.
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Fig. 1: Patient at 5 years, 2 months of age. A-B: presenting frontal bossing, low-set ears,
microretrognathism, and valgus knees. C: hands showing polysyllacylia of the thumb,

camptodactyly of the 4th  digit, and clinodactyly of the 5th digit
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Fig. 2: X-ray image of the patient. A: hands showing polysyllacylia of the thumb, camptodactyly

of the 4th digit, and clinodactyly of the 5th digit. B-C:valgus knees and scoliosis.




45

Fig. 3: A: GTG banding metaphase showing supernumerary marker chromosome (red arrow). B:
FISH metaphase using the ONCOR® Coatasome 6 probe showing two chromosomes 6 and the
marker chromosome (red arrow). C: FISH metaphase using the CYTOCELL® chromosome 6
satellite probe, showing the 2 centromeres of chromosome 6 and the centromere of the marker

chromosome indicated by the red arrow.
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Fig. 4: Result of the aCGH of chromosome 6 and description of cases diagnosed with duplication
chromosome 6. A- the green indicates the duplicated chromosomal regions 6p11.2q12 and
6014.1q14.3. B- Below is a diagram with the works published with regions similar to region

6pl1.1 — ql2 of the present case. C- Below the representative scheme of published works with

regions similar to region 6q14.1 — q14.3 of the present case.
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Abstract

Duplication of the short arm of chromosome 12p is a rare chromosomal abnormality that
may arise de novo or result from malsegregation of a balanced parental translocation. This
study comprises the clinical description, cytogenetic and cytogenomic analyses and
genotype-phenotype correlation in a patient with facial dysmorphism, developmental
delay and intellectual impairment caused by partial duplication 12p. The patient's GTG-
banded karyotype was 46,XX, dup(12)(p13.1-p11.2). A genetic gain of approximately 28
Mb  was detected in the chromosomal region arrf[GRCh37]p13.31-
p11.1(chrl2:6,914,072-34,756,209)x3. The chromosomal alteration seen in or patient is
described as partial duplication 12p. In most cases, duplication 12p phenotype is
characterized by dysmorphic features, multiple congenital anomalies and intellectual
disability. Genes GRIN2B, ATF7IP, ALG10, SYT10, DNMI1L, PKP2, PIK3C2G,
SCNN1A, PIANP and SOX5 were overlapped by gain CNVs classified as pathogenic that
correlate with phenotypes characterized by dysmorphic face, seizures, cognitive
dysfunction and neurodevelopmental disorders. In our patient, duplication 12p was
sporadic and of de novo origin. This study should contribute to the genotype-phenotype

correlation in partial duplication 12p cases.

Duplication of the short arm of chromosome 12p, first described by Uchida & Lin (1973),
is a rare chromosomal abnormality with an estimated incidence of 1/50,000 live births
(Stengel-Rutkowski et al., 1979). To date, about 40 patients have been reported in the
literature. However, since diagnosis usually occurs at childhood and adolescence, little is

known about the clinical course of development in adults. Duplication 12p is considered
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“pure” when no other chromosome is involved or “complete” when it extends from 12p11

to 12pter (Segel et al., 2006; Poirsier et al., 2014).

The clinical signs most commonly associated with duplication 12p are craniofacial
anomalies such as turricephaly, macrocephaly, round face, full cheeks, frontal bossing,
wide nasal bridge, short nose, anteverted nares, long philtrum, thin upper lip, short neck,
dysmorphic ears, intellectual impairment and moderate to severe psychomotor delay

(Hung et al., 2012; Poirsier et al., 2014).

The observed variability in the phenotype of individuals with duplication 12p can be
attributable to the length of the trisomic segment, involvement of other chromosomes,

and presence of mosaicism (Tekin et al., 2001; Izumi et al., 2012).

Individuals with duplication 12p may also carry a phenotype similar to that of Pallister-
Killian syndrome (PKS) (OMIM: 601803), typically caused by the presence of a
supernumerary isochromosome composed of the short arms of chromosome 12
(tetrasomy 12p). Nonetheless, the phenotypic difference between trisomy 12p and PKS

remains to be established (Inage et al., 2010; Izumi et al., 2012).

In most of the reported cases, duplication 12p resulted from malsegregation of a balanced
parental translocation (Segel et al., 2006). Duplication 12p may also arise de novo from
misalignment of low copy repeats (LCRs) through non-allelic homologous recombination

(NAHR) (De Gregori et al., 2005).

Most reports of cases of duplication 12p describe the clinical characteristics of the patients
and conventional cytogenetics analysis. Few of them address chromosomal breakpoints
and Copy Number Variations (CNVs) present in the duplication 12 region using CGH-

array (lzumi et al., 2012; Poirsier et al., 2014).
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This study included the clinical description, cytogenetic and cytogenomic analyses, as
well as genotype-phenotype correlation in a patient with facial dysmorphism,

developmental delay and intellectual impairment caused by partial duplication 12p.

This 15-year-old girl, the only child of young and healthy non-consanguineous parents,
was born at 40 weeks after uneventful pregnancy and delivery. Her birth weight was 2.535
Kg (p 2.5), and length 48 cm (p>2.5). She presented jaundice at birth, and, therefore,
received phototherapy for five days. At one year, the patient started having seizures with
recurrence. At two years and two months of age, her height was 86 cm (p<3.95), weight
12.5 Kg (p<3.58) and head circumference 47.5 cm (percentile <2). She had a broad
forehead, flat face, narrow eye slits, anteverted nostrils, low nasal root with a broad nasal
base, smooth nasolabial philtrum, tent-shaped upper lip, scoliosis, single Simian crease
in the left hand, bilateral flat foot, right genu valgum, developmental delay and
intellectual disability (Figure 1). She could walk and talk when she was three. At six
years, she underwent surgical correction of genu valgum and showed short lower limbs.
She experienced thelarche at 10 years, and pubarche at 11. She was last seen 13 years of
age. At that time, her cholesterol was 600 mg/dL, and she had hypothyroidism, speech

delay, good comprehension but unable to read or write.

Chromosomal analysis was carried out on temporary peripheral lymphocyte cultures
obtained from the patient and her parents as described by Moorhead and Furman (1960),
with modifications. GTG banding (300-550 bands) was performed as described by
Seabright ( 1971) and high-resolution banding according to Yunis (1976), both with
modifications. The patient's GTG-banded karyotype was 46,XX,dup(12)(p13.1 -p11.2)
while the karyotype of both parents were normal. FISH analysis, performed according to
the instructions of the manufacturer, using a WCP chromosome 12 probe (ONCOR®)

revealed that one of the homologous chromosomes differed in size (Figure 2).
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For cytogenomic analysis, DNA was extracted from 200 uL of the patient’s whole blood
using the MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit — Epicentre (US)
according to the manufacturer’s instructions. Array-CGH (Agilent GenetiSure CGH +
SNP 4x180k). Analyses performed by the software Nexus Copy Number (Biodiscovery)
v. 8.0, conducted using the reference genome GRCh37/hg19. Indicated a genetic gain of
approximately 27.842 pb (~28 MDb) in size arr[GRCh37]12p13.31-p11.1(chr12:6914072-
34756209)x3, encompasses around 282 genes (Figure 3). Copy number variants (CNVSs)
were interpreted using online databases such as UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19),

DGV, DECIPHER, OMIM and PUBMED.

The DECIPHER database lists about 273 gain CNVs with chromosomal breakpoints
similar to those seen in our case. Twenty-one of these CNVs are classified as pathogenic
and in seven cases (IDs: 270537,0282283, 284998, 296420, 303564, 331701 e 361145)
the clinical signs described (macrocephaly, facial dysmorphism, micrognathism, seizures,
abnormal ears, generalized hypotonia, speech and language delay, developmental delay
and intellectual disability) are also present in our patient. In most cases, there was overlap
of gain CNVs classified as pathogenic with genes GRIN2B, ATF7IP, ALG10, SYT10,

DNMLIL, PKP2 and PIK3C2G.

The GRIN2B gene (glutamate ionotropic receptor NMDA type subunit 2B, ID: 2904)
encodes the subunit GIuN2B, whose expression is high in parts of the brain during
embryogenesis, but decreases after birth. The N2B subunit plays a critical role in brain
function. Naturally occurring mutations within GRIN2B are associated with
neurodevelopmental disorders including intellectual impairment (OMIM: 613970),
epilepsy and autism spectrum disorder (Hu et al. 2016). Nonetheless, the phenotypic

impact of GRIN2B duplication is still unclear (Poirsier et al., 2014).
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The gene ALG10 (alpha-1,2-glucosyltransferase, ID: 84920) encodes a membrane-
associated protein that adds the third glucose residue to the lipid-linked oligosaccharide
precursor for N-linked glycosylation. This gene, also known as KCR1, reduces the
sensitivity of classic pro-arrhythmic Ikr blockers toKvl1l arrhythmogenic right
ventricular cardiomyopathy. Dysfunction of this gene has been associated with long QT
syndrome (OMIM: 603313). However, the phenotypic impact of ALG10 duplications

remains to be further elucidated (Sonoda et al., 2017).

SYT10 (Synaptotagmin 10, ID: 341359) is a protein coding gene. Among its related
pathways are protein-protein interactions at synapses and transmission across chemical
synapses. In a rat study, Woitecki et al.(2016) demonstrated that increased Syt10OmRNA
levels lead to the excessive stimulation of neurons by neurotransmitters such as
glutamate, that not only causes neuronal damage and cell death, but also initiates
neuroprotective mechanisms. In addition, they found that Sytl0 gene expression is
strongly upregulated due to its neuronal activity. These findings, however, still have not
been confirmed in humans (Woitecki et al., 2016). In Decipher patient 303564,
pathogenic CNV overlapping genes APG10 and SYT10 is described as a phenotype of
cognitive dysfunction. Since our patient also presents this duplication, it is possible to

infer that she carries this same phenotype.

The gene DNM1L (dynamin 1 like, ID: 10059) encodes the DRP-1 protein, a member of
the superfamily of GTPases that mediates mitochondrial and peroxisomal division.
Alterations in this gene produce a neurological and neurodevelopmental phenotype,
consistent with impaired mitochondrial architecture and function, through a diminished
ability to oligomerize, such as encephalopathy due to defective mitochondrial and

peroxisomal fission 1- EMPF1 (OMIM: 614388) (Hogarth et al., 2017).
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PKP2 (plakophilin 2, ID: 5318) encodes the protein plakophilin, which participate in
linking cadherins to intermediate filaments in the cytoskeleton. This gene product may
regulate the signaling activity of beta-catenin. Alterations in this gene may be associated
with arrhythmic cardiomyopathy (OMIM: 609040) an heterogeneous disease associated

with several phenotypes (Wang et al., 2018).

Coe et al. (2014) constructed an expanded CNV morbidity map of individuals with
intellectual impairment, developmental delay and or Autism Spectrum Disorder (ASD)
both as a clinical resource for pathogenic CNVs and also to identify genes potentially
sensitive to dosage imbalance. They found that pathogenic gain CNVs overlapping with
genes GRIN2B, SCNN1A, PIANP and SOX5 are associated with the phenotype

neurodevelopmental disorders (Coe et al., 2014).

The majority of the genes altered in duplication 12p are associated with neurological and
cognitive functions. In the case series described by Segel et al. (2006), individuals with
duplication 12p tended to experience seizures at seven or eight years of age, and were all
developmentally delayed not only in speech, the most prominent area of delay, but also
in the cognition and motor areas. Our patient experienced seizures at one year with

recurrence, and showed delay in speech, cognition, motor, and intellectual skills.

The clinical features of our patient (Table 1) are consistent with those described in former
duplication 12p case reports. Irrespective of deletion size, patients with duplication 12p
seem to share a common facial pattern, supporting the notion that the duplication of a
subset of genes is responsible for the facial phenotype. The characterization of the genes
present in the affected region has been limited by the fact that only few studies have used
array-CGH (Allen et al., 1996; Zumkeller et al., 2004; De Gregori et al., 2005; Inage et

al., 2010; lzumi et al., 2012; Poirsier et al., 2014).
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Some of the clinical signs in duplication 12p have also been described in PKS. However,
the clinical features characteristic of PKS, i.e., diaphragmatic hernia, coarse facial
features, and hearing loss absent in most reported cases of partial duplication 12p (Izumi
et al., 2012). The diagnosis of PKS requires the identification of mosaic isochromosome
12p by conventional karyotyping and FISH (Hung et al., 2012). Our patient showed clinic
features consistent with duplication 12p, but since no isochromosome 12p was detected

by karyotyping and FISH, the patient was diagnosed with partial duplication 12p.

Most cases of duplication 12p reported in the literature have duplication of 12p13.31 in
common. This region also overlaps with PKS. Izumi et al. (2012) hypothesized that
12p13.31, which has been strongly associated with the pathogenesis of various
neoplasms, harbors genes that play a critical role in the pathogenesis of 12p
duplication/PKS. According to these authors, ING4, CHD4 and MAGP2, represent strong
candidate genes, given their important roles in in cellular proliferation and differentiation.
Moreover, alterations in these genes have been associated with neurological disorders

(Segel et al., 2006; Izumi et al., 2012).

Rare are the cases of de novo duplication 12p in any segment of chromosome 12 short
arm (Kim et al., 2006). In our case, GTG banding showed no abnormality in both parents.
Thus, it is possible that duplication 12p was of de novo origin in our patient. Furthermore,
Gregori et al. (2005) suggested that 12p11.21-p13.31 regions are mediated by three LCRs

(9, 31 and 3 Mb, respectively) that generate duplications/deletions due to NAHR.

In conclusion, this study should contribute to the genotype-phenotype correlation in
partial duplication 12p cases. Array-CGH allowed the characterization of CNV-
overlapped genes associated with neurodevelopmental disorders (intellectual disability,

developmental delay, ADS), cardiac diseases and facial dysmorphism.
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Table 1: Comparison of the clinical features of patients with duplication 12p described in literature and present case.

Allen etal., Zumkeller etal., De Gregorietal., Inageetal., Izumi et Poirsier et al., Present case
Clinical features 1996 2004 2005 2010 al., 2012 2014 p13.31—-pll.

pter—p12.1 pter—pl11.2 p11.21—p13.31 12p12.3 —12p13.33 p13.31 Patient 1 1

p13.33—pl11.21

Round face / full cheeks + + + + + + +
Round face + + NR NR + + +
Prominent forehead/Frontal  + + + + + + +
Hypertelorism + - NR + NR + -
Epicanthus + - NR + - + -
Occipital plane NR + NR - + NR -
Short nose + + + + + + +
Wide/Depressed nasal bridge + + + + + + +
Anteverted nares + + + + + + +
Long/deep philtrum + + + + NR + +
Micrognathia + + NR + - + +
Big mouth facing down + NR + + + + +
Thin upper lip + + NR NR NR + +
Inverted lower lip + + + + + + +
Low-Eyed ears — - + + + + -
Dysmorphic ears + + NR + + + -
Short neck NR + NR NR + + +
Hypotonia + - NR + + + +
Seizure + + NR - NR - +
Developmental delay + + + + NR + +

+, feature present; -, negative feature; nr, not reported/not determined.
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Figure 1 (A-B): Patient at 13 years. Note the frontal humps, flat cheeks, round face, full
cheeks, short nose, low nasal bridge, thin upper lip and short neck.

Figure 2: A-GTG-banded karyotype of patient showing the normal and duplicated
chromosome 12 (arrows). B-FISH metaphase using WCP probe for chromosome 12 of
ONCOR® indicating a difference in size in one of the patient’s homologous chromosome,
the arrow indicates the duplication 12 p.




Figure 3: A-Array-CGH of chromosome 12, the color blue indicates the duplicated chromosomal region 12p13.32—p11.2 of ~28 Mb in size:

Duplication 12p patients reported in the literature with chromosome region similar to that of the present case.
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Resumo

As translocacdes aparentemente equilibradas sdo permutas de fragmentos cromossémicos
entre cromossomos nao-homologos. O estudo compreendeu a descri¢do de uma paciente
portadora de uma translocacéo aparentemente equilibrada envolvendo os cromossomos 1
e 14, apresentando os sinais clinicos de hemiface, incisivo central Unico, deficiéncia
intelectual e atraso do desenvolvimento neuropsicomotor. A analise citogenética da
paciente revelou o cariotipo 46,XX, t(1;14)(p36.2;923). A caracterizacdo genémica do
rearranjo cromossémico na paciente foi realizada por meio da técnica de array-CGH, que
revelou uma perda cromossémica arr[GRCh37]14913.1-q13.3(14:34958898-
37046989)x1 com aproximadamente 2,1 Mb de tamanho, contendo cerca de 22 genes; e
uma perda cromossomica arr[GRCh37]Xp22.31(chrX:6424636-8131127)x1 com
aproximadamente 1,7Mb de tamanho contendo 9 genes. A delecdo da regido
cromossémica 1413 é descrita como menor regido sobreposta (SRO) ao locus HPES
para o espectro de holoprosencefalia. Os genes EAPP, SNX6, TULIP1 e NKX2, sdo
descritos na literatura como potenciais genes candidatos a HPE e doencas neuroldgicas.
A microdelecdo da regido cromossdmica Xp22.1 apresenta os genes VCX3A e STS
descritos na literatura alterados em doengas neurolégicas. Os sinais clinicos presentes em
nossa paciente em similaridade com os descritos na literatura e alteracdo nas bandas
cromossdmicas 14q13.1-q13.3 permitem associacgdo com a microforma de HPE,
contribuindo com a correlacdo gendtipo-fendtipo em casos de HPE com delegéo no locus

HPES.

Rearranjos cromossomicos estruturais resultam em quebras cromossémicas
seguida de reconstituicdo em uma combinagao anormal. As translocac¢des aparentemente

equilibradas (TAEs), séo alteragfes cromossdmicas estruturais, em que ocorrem troca de
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fragmentos cromossémicos entre cromossomos ndo-homoélogos, sem perda ou ganho
genéticos visiveis no cariétipo (Jacobs et al. 1992; Nowakowska et al. 2012).

Em muitos casos, portadores de uma translocacdo aparentemente equilibrada
apresentam fendtipo normal. No entanto, tem sido relatado casos de portadores de
translocacGes aparentemente equilibrada com anomalias fenotipicas. Isso pode ser
atribuido a desequilibrio de genes sensiveis a dosagem e formacdo de novo produto
génico devido a fusdo génica e alteracao na organizacgao nuclear dos cromossomos, além
de possiveis delecGes e duplicacbes cromossdémicas agregadas (Ciccone et al. 2005;
Zhang et al. 2013).

A investigacdo citogendémica, por meio da técnica de array-CGH (Hibridagédo
Gendmica Comparativa) permite a deteccdo de microdelecdes e/ou microduplicacoes,
ndo identificadas anteriormente no cariétipo de paciente portadores de translocagdes
aparentemente equilibradas que apresentam fendtipos anormais como deficiéncia
intelectual, autismo e/ou anomalias congénitas. Possibilitando a correlacdo genotipo-
fenotipo e a identificacdo de genes possivelmente candidatos aos sinais clinicos de
deficiéncia intelectual, autismo e/ou anomalias congénitas (South et al. 2013).

Delec¢des intersticiais envolvendo a regido 14q13.1—q13.3 sdo raras. Pouco mais
de dez casos foram descritos na literatura envolvendo essa regido e todos os pacientes
apresentavam alteracbes clinicas dentro do espectro da holoprosencefalia (HPE)
(Piccione et al. 2012).

A HPE caracteriza-se pela clivagem incompleta do prosencéfalo em hemisfeérios,
0 que resulta em alteracGes morfoldgica e/ou funcional do sistema nervoso central (SCN)
e anomalias faciais. Uma ampla variedade de gravidade para a HPE fora descrita. Dentre
as caracteristicas faciais associadas a HPE, as mais presentes séo: ciclopia ou anoflalmia

com proboscide, etmocefalia, nariz de narina Unica, hipoplasia da face média com labio
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lepouso e/ou palato, hipotelorismo e Unico incisivo central. Alguns individuos apresentam
microformas de HPE, em que caracteristicas leves de HPE ndo estdo associadas a
quaisquer anomalias craniofaciais, podendo apresentar caracteristicas faciais normais
(Rosenfeld et al. 2010).

A incidéncia de HPE em nascidos vivos é de 1: 16.000. Apresenta etiologia
heterogénea e os fatores genéticos (como as anomalias genéticas) contribuem de 25-45%
no papel etiolégico da anormalidade (Segawa et al. 2007; Rosenfeld et al. 2010).

A associa¢do do cromossomo 14 em humanos com a HPE origina-se de casos
descritos em pacientes diagnosticados com HPE, que carregam uma delecdo na banda
citogenética 1413, sugerindo que localizado nessa regido esteja o locus para HPES
(OMIM 609408). Os genes candidatos a HPE acarreta papeis fundamentais na formacao
da placa pré-cordal ou na padronizagdo do tubo neural anterior e em estruturas
craniofaciais (Kamnasaran et al. 2005).

Este estudo compreendeu a descricao clinica, analise citogenética e citogendémica
de uma paciente portadora de hemiface, incisivo central Unico, deficiéncia intelectual e
atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, devido a uma translocagdo aparentemente
equilibradas envolvendo o braco curto do cromossomo 1 e braco longo do cromossomo
14.

Aqui descrevemos uma paciente do sexo feminino, segunda filha de casal nédo
consanguineo, jovem e saudavel, que tém mais um filho de 11 anos de idade e um filho
de 7 anos de idade, ambos saudaveis. A gestacdo foi sem intercorréncias, com pouca
movimentacao intrauterina, movimentacdo fetal relatada pela genitora apenas apds o
oitavo més de gestacdo. Nasceu de parto cesariano sem intercorréncia, com o peso de

3,350 Kg (p 50%), 50 cm (p 50%) e perimetro cefélico de 34 cm (p 50%).



68

Foi realizado o primeiro exame fisico na paciente aos 9 anos e 7 meses observado
peso de 34 Kg (p <75%), altura de 128 cm (p< 25%) e perimetro cefalico de 48,5 cm
(p>2%). Foram considerados na avaliacdo clinica: microcefalia, frontal estreito,
hipertelorismo, assimetria de narinas (menor a esquerda) e de hemiface (discreta,
detrimento a esquerda), labio superior volumoso, presenca de incisivo central Gnico, cilios
longos, consegue estruturar pequenas frases com troca e supresséo de fonemas, bem como
com voz bastante anasalada, marcha desequilibrada, deficiéncia intelectual, atraso do
desenvolvimento e deficiéncia na fala. Foi informado que apresentou hipotonia com 1
ano de idade, sustentacdo cefalica aos 18 meses de vida, sentou com 2 anos, andou com
4 anos de idade e com essa idade iniciou as varias crises de pneumonia que se estenderam
até 0s 6 anos de idade, comecou a falar com 8 anos de idade (algumas palavras). Apresenta
comportamento agitado, distarbio do sono, ressonancia magnética (RM) cerebral sem
alteracdes, eletroencefalograma (EEG) com lentificacdo frontal direito sem crise
convulsiva relatada, alteracdo oftalmoldgica como dacrioestenose em olho direito e
frequentes quedas. No follow-up realizado aos 20 anos de idade, foi observado que a
paciente fala poucas palavras, apresenta atraso neuropsicomotor e deficiéncia intelectual
diagnosticada de moderada a grave.

As analises cromossdémicas foram realizadas ap0s culturas temporarias de
linfécitos de sangue periférico segundo a técnica de (Moorhead and Furman 1960),
modificada. O bandamento GTG (300-550 bandas) da paciente e dos pais, seguiu a
técnica de (Seabright 1971) e a de alta resolucdo (Yunis 1976), ambas modificadas. O
cariétipo por bandamento GTG da paciente apresentou o resultado 46,XX,
t(1;14)(p36.2;g23). Os caridtipos dos pais foram normais. A técnica da FISH foi realizada
segundo o protocolo do fabricante da sonda utilizada e confirmou-se que a translocagédo

aparentemente equilibrada envolveu apenas os cromossomos 1 e 14.
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Para a realizagdo da técnica de citogendmica foi feita a extracdo de DNA pelo
método MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit — Epicentre (US), a
partir de 200 pL. de sangue total coletado da paciente, seguindo as recomendacdes do
fabricante. A técnica de array-CGH, foi realizada utilizando a plataforma GenetiSure
CGH + SNP 4x180k (Agilent). Os dados foram analisados com o auxilio do software
Nexus Copy Number (Biodiscovery) verséo 8.0, considerando como genoma de referéncia
0 GRCh37/hg19. A anélise citogenémica revelou a perda genética de 2088092 pb (~2,1
Mb) na regido cromossémica arr[GRCh37]14913.1-913.3(14:34958898-37046989)x1,
que abrange cerca de 22 genes e a perda genética de 17,064,92 (1,7 Mb) na regido
cromossdmica arrfGRCh37]Xp22.31(chrX:6424636-8131127)x1, que contém 9 genes.
Nenhuma alteracdo estrutural foi vista no cromossomo 1 da paciente. O ponto de quebra
vista no cariétipo na regido 14923 difere em aproximadamente em 200 Mb em
comparagdo com o ponto de quebra caracterizado por array-CGH na regido 14913.1. N6s
presumimos que a delecdo 14ql13.1—ql3.3 foi em decorréncia da translocacao
aparentemente equilibrada. Para a investigacdo das CNVs (Copy Number Variation)
associadas a variagfes gendmicas do tipo de perda/delecdo, os resultados da técnica de
array-CGH foram interpretados por meio de repositérios de banco de dados onlines, tais
como: como o UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19), o DGV, o DECIPHER, o
OMIM e o PUBMED.

Foram descritas no banco de dados DECIPHER cerca de 29 CNVs do tipo de
perda/delecdo envolvendo a regido 14913.1-q13.3, dentre essas 29 CNVs encontradas
sete casos (IDs: 286741, 289774, 293331, 300434, 337740, 351794 e 351794) foram de
CNVs classificadas como patogénicas e a maioria dos sinais clinicos descritos nos
pacientes foram microcefalia, anomalias oftalmoldgicas, hipertonia, quedas frequentes,

deficiéncia intelectual e atraso do desenvolvimento. Estes sinais clinicos também estdo
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presentes na nossa paciente. Na maioria dos casos, das CNVs patogénicas de perda estdo
sobrepostas aos genes CFL2 (cofilin 2, Gene 1D: 1073), BAZ1A (bromodomain adjacent
to zinc finger domain 1A, Gene ID: 11177) e SNX6 (sorting nexin 6, Gene ID: 58533).
Esses genes estdo correlacionados com doencgas neuroldgicas, como atraso do
desenvolvimento, deficiéncia intelectual e espectro holoprosencefalia (HPE)
(Kamnasaran et al. 2001; Miller et al. 2010).

A microdele¢ao da regido cromossomica 14ql13.1—ql3.3 presente na nossa
paciente ¢ compativel com a menor regido sobreposta (SRO) 14q13.1—14q13.3 referente
ao locus HPES8 para a HPE (Rosenfeld et al. 2010; Piccione et al. 2012). Os estudos
realizados por Kamnasaran e col. (2005), Shimojima e col. (2009) e Rosenfeld e col.
(2010) apontam os genes EAPP, SNX6, TULIP1 e NKX2, inseridos na regido 14913, como
potenciais genes candidatos a HPE quando em haploinsuficiéncia, uma vez que as funcoes
genicas dos genes inseridos na regido 14q13, sdo semelhantes as func¢Ges dos genes SHH
(7936), ZIC2 (13g32), SIX3 (2p21) e TGIF1 (18ql11.3) descritos como principais
causadores a HPE. Em nossa paciente os genes EAPP, SNX6, TULIP1 e NKX2 estéo
deletados.

O gene EAPP (E2F associated phosphoprotein, Gene ID: 55837) codifica a
fosfoproteina nuclear que interage com varias proteinas da familia E2F de fatores
transcricional, aumentando a atividade de vias regulatorias de promotores no ciclo-celular
de maneira dependente de E2F, estimulando assim a proliferacdo celular. Niveis
aumentados do gene EAPP vem sendo correlacionado como contribuinte ao
desenvolvimento de tumores, porém estudos adicionais sdo necessarios para confirmar
essa hipotese (Schwarzmayr et al., 2008). Sabe-se que este gene vem sendo apontado
como candidato a HPE devido a sua alta expressdo no cérebro em humanos (Kamnasaran

et al., 2005).
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O gene SNX6 codifica a proteina PX-BAR, que desempenha papéis importantes
no transporte vesicular retrogrado. Achados recentes revelam que este gene possui papel
fisiologico em neurdnios excitatorios do Sistema Nervoso Central- SNC, e que alteracfes
neste gene pode estar associada a déficits de aprendizagem espacial e de memoria (Niu et
al. 2017).

Shimojima e col. (2009) descreveram uma paciente do sexo feminino com atraso
de desenvolvimento e epilepsia intratavel caracterizada pela técnica de array-CGH com
delecdo 14913.1-g13.3. O estudo associa o gene TULP1 (ral GTPase activating protein
catalytic alpha subunit 1(RALGAPAL), Gene ID: 253959) as manifestacdes neuroldgicas
presente na paciente, por meio de ensaios experimentais em zebrafish a diminuicdo da
expressdo de TULIP1 gerou-se alteragdes no prosencéfalo resultando em atraso do
desenvolvimento cerebral. Este gene é responsavel por produzir a proteina Rap-GTPase
que regula a transcricdo de genes da imunoglobulina, além do desemprenhar func¢des no
musculo esquelético (contragcdo muscular). Em nossa paciente nao foi relatado convulsdes
e epilepsia.

O gene NKX2-1 (NK2 homeobox 1, Gene ID: 7080), codifica a proteina
identificada inicialmente como um fator de transcricdo especifico para genes da tireoide,
mas posteriormente foi demostrado que também regula a expressdo de genes envolvidos
na morfogénese. Este gene é essencial para a especificacdo da regido tuberal, a eminéncia
mediana e toda a hipofise, aléem de evidencias que NKX-2 também & necessario para o
desenvolvimento de regifes pré-oticas e mamilares (Alvarez-Bolado 2018). Varias
doengas, como coreia hereditaria benigna (OMIM: 118700), coreoatetose,
hipotireoidismo congénito (OMIM: 610978), desconforto respiratorio neonatal e
mutacBes em canceres de tireoide (OMIM: 188550) e de pulméo foram associadas ao

gene NKX-2 (Piccione et al. 2012).
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O estudo realizado por Rosenfeld e col. (2010) descreveu sete individuos
caracterizados com delecGes no braco longo do cromossomo 14, em quatro pacientes
(2,3,4 e5) as delecdes foram na menor regido sobreposta (SRO) ao locus HPES e os sinais
clinicos apresentados foram compativeis para HPE ou microforma de HPE (Figure 3B).
Os sinais clinicos presentes em nossa paciente como microcefalia, assimetria de narinas
(menor a esquerda) e de hemiface (discreta, detrimento a esquerda), incisivo central
unico, eletroencefalograma (EEG) com lentificacdo frontal direito, alteracdo
oftalmol6gica como dacrioestenose em olho direito, atraso de fala, deficiéncia intelectual
e atraso do desenvolvimento, apresenta similaridade com os sinais clinicos descritos na
literatura, desta forma nés apontamos como hipotese diagnostico a microforma de HPE
(Table 1).

O amplo fendtipo e as microformas observadas nos pacientes com HPE se deve
aos multiplos fatores (genéticos, ambientais e a interagdo de ambos) envolvidos na
patogenicidade dessa doenca, uma vez que outros fatores que influenciam o fendtipo
ainda séo desconhecidos. A delecéo dos potenciais genes, EAPP, SNX6, TULIP1 e NKX2,
candidatos a HPE ainda é controverso na literatura, uma vez que apenas a delecdo ou
mutacOes ndo sdo suficientes para causar a HPE, visto que a penetrancia incompleta de
genes ou a expressividade variavel podem ser determinantes para o espectro em HPE
como visto em casos de HPE com heranca autossdmica dominante (Rosenfeld et al. 2010;
Piccione et al. 2012).

Assim como em nossa paciente, maioria dos desequilibrios genémicos em HPE
foram descritos como de novo, e em poucos casos foram decorrentes de heranca
autossdmica dominante, que em geral apresenta fenotipo acentuado e caracteristico de
HPE ou por decorréncia de uma mal segregacdo devido ao um rearranjo cromossémico

balanceado em um dos parentais (Rosenfeld et al. 2010).
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A alteracdo cromossOmica encontrada na regido  cromossOmica
arr[GRCh37]p22.31(chrX:6424636-8131127)x1, que contém a banda cromossdmica,
compreende a um achado “incidental” em nossa paciente. Inicialmente o interesse da
investigagdo por meio da técnica de array-CGH seria em descrever o ponto de quebra
cromossémica e possivel perda e/ou ganho adicional envolvidas na translocacao
aparentemente equilibrada t(1;14). Os achados incidentais em genética clinica sdo ditos
como qualquer alteracdo gendémica em que inicialmente ndo seria a principal causa da
investigagdo clinica (Watson 2013).

Na regido Xp22.31 estdo inseridos os genes: VCX3A, PUDP, STS, MIR4767, VCX,
PNPLA4 e MIR651. No DECIPHER cerca de 183 CNVs do tipo de perda/delecdo
envolvendo esta regido foram descritas e 45 CNVs foram classificadas como patogénicas,
sobrepondo os genes VCX3A, STS e VCX e a maioria dos sinais clinicos descritos foram
ictiose, comportamento autista, atraso de fala e deficiéncia intelectual, similares a nossa
paciente, exceto a ictiose, pois nenhuma alteracdo na pele foi observada na paciente. Os
genes VCX3A e STS foram descritos alterados em doencas neuroldgicas (Jiao et al. 2009;
Wang et al. 2017).

O gene VCX3A (variable charge X-linked 3, Gene ID: 51481) codifica a proteina
VCX-A, responsavel pela regulagdo pds-transcricional do mRNA, evitando sua
decomposicéo e decadéncia. Desta forma, VCX-A é capaz de modular a estabilidade e
traducdo de mMRNAs alvos envolvidos na neogénese, sendo plausivel que na auséncia do
gene VCX ocorra comprometimento dessas funcdes, contribuindo para um fendtipo de
deficiéncia intelectual (Jiao et al. 2009).

O gene STS (steroid sulfatase, Gene ID: 412) codifica a proteina de
transmembrana localizada no reticulo endoplasmatico correspondente a sulfatase, que

hidrolisa varios sulfatos precursores metabolicos de estrogénios, androgenos e colesterol.
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O estudo realizado por Wang et al. (2017) examinou as relacGes entre os polimorfismos
do gene STS, a desidroepiandrosterona (DHEA) e a sua forma sulfatada (DHEA-S), bem
como as caracteristicas do transtorno de déficit de atencao/hiperatividade (TDAH). Neste
estudo, colabora com a descoberta do papel potencial na patogénese bioldgica subjacente
do TDAH em relagdo aos polimorfismos STS e aos niveis de neurosterdides (Wang et al.
2017).

Em conclus&o, os sinais clinicos presentes em nossa paciente em similaridade com
0s descritos na literatura e a delecdo das bandas cromossomicas 14q13.1-g13.3 (inserida
na menor regido (SRO) para o locus de HPES8) permitiram estabelecer o diagndstico como
microforma de HPE, contribuindo com a correlagdo gen6tipo-fenétipo em casos de HPE
com delecdo no locus HPES8. Por meio da técnica de array-CGH foi possivel detectar
CNVs de perda do tipo de novo que foram relevantes para a correlacdo genotipo-fendtipo

na paciente.
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Table 1: Comparason of the clinical features and genetic findings of the reported cases of deletions the 14913.1 loci HPES8 described in literature

and present case.

Clinical features
HPE type

Delelopmental
retardation
Microcephaly
Corpus callosum
anbormalities

Other CNS
abnormalities

Neurosensorial
defects

Other neurological
abnormalities

Shimojima et al.

(2009)
14g13.1-913.3

NR

Mild brain
atrophy

Hypotonia,
intractable
seizures

Rosenfeld et al.
(2010) Patient 2
14912-g21.1

HPE of
unspecified type

NR

+
NR

NR

NR

NR

Rosenfeld et al.
(2010) Patient 3

14912.2-921.1

Microform

NR

+
Thim

Colpocephaly

Incomplete
septum
pellucidum

Rosenfeld et al.
(2010) Patient 4

14g12-g13.3

Microform

NR

Small volume

Rosenfeld et al.
(2010) Patient 5
14g13.1-g21.1

Microform

NR

+

Absence of
rostrum

Pituitary Ratheke’s
cleft cyst

Piccione et al.
(2012)
14913.1-g21.1

Greatly reduced

right optic nerve

size; hypoplasic
optic chiasma

Hypertonia of the

upper and lower
limbs

Present case
(2018)
14913.1-q13.3

Microform

+
NR

EEG with right
frontal lag

Dacryostenosis
in the right eye

Hypotonia



Facial - NR Single central
dysmorphisms incisor
Parental origin of Pat Dn NR
deletion

Gender Female Female Female

+, present; -, absent; NR, not reported; Pat, paternally derived; Dn, de novo.

Dn

Female

Midface
hypoplasia higt
palate

Dn

Female

Bilateral
microphthalmia
and colome,
elongated facies,
mandibular
prognthism
enlarged nose
with anteverted
nares
Dn

Male

80

Asymmetry of
the nostrils
(minor to the
left), hemifacial
(discrete,
detrimental to
the left) and
single central
incisor
Dn

Female
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Figure 1 (A-B): Pictures of the 20-year-old patient. The patient has a single central

incisor. Facial and hands changes.
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Figure 2: A-GTG-banded karyogram of patient indicates the translocation t (1; 14) (p36.2; q23). B- Image of the FISH technique (CYTOCELL®

probe). The red and blue arrow indicates that the chromosomes involved in the translocation are only chromosomes 1 (Green Fluorophore) and 14

(Red Fluorophore).
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Figure 3: A-Analysis by aCGH showing the genetic loss / deletion of 2088092 bp (~ 2, 1 Mb) in chromosomal region arr[GRCh37]14913.1-

013.3(14:34958898-37046989)x1, cytogenetic bands g13.1-q13.3. B- Deletion in chromosome 14 patients reported in the literature with region

chromosome similar the present case.
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Figure 4: Analysis by aCGH (GenetiSure CGH + SNP 4x180k platform - Agilent) and interpretation by the Nexus Copy Number (Biodiscovery)
software Version 8.0. The region p13.1-13.3 (indicated in red) of chromosome 14, characterized by means of aCGH as the chromosome breakpoint
compared to the breaking point described by the GTG banding technique that was t (1; 14 ) (p36.2; g23) (indicated in blue), the breakpoint differed
by ~ 200 Mb.
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Analysis by aCGH showing the genetic loss/deletion of 17,064,92 (1,7 Mb) na regido cromossdmica
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, em revisdo ou enviados para publicagéo

concluimos que:

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

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

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

conhecimento cientifico.
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7. ANEXQOS
7.1. Anexo A: TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
RESOLUCAO 466/2012

(Para Responsavel Legal — Pacientes incapazes)

CONVIDO, o Senhor (a) responsavel pelo paciente
para participar do Projeto de Pesquisa intitulado “Relatos de
casos: Pequeno cromossomo marcador supernumerario sSMC (6) e dup 6q parcial em uma
crianca com displasias esqueléticas, atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual;
Duplicacdo parcial 12p em uma paciente com caracteristicas dismorficas e atraso no
desenvolvimento; e Translocacdo aparentemente equilibrada t(1;14) em uma paciente
com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor”, que sera desenvolvido por mim
Jakeline Santos Oliveira, mestranda do programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias
Bioldgicas (Genética), com orientacdo do Professor Dr. Danilo Moretti-Ferreira, adjunto
do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias de Botucatu IBB/Unesp.

Estou estudando atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual em portadores de
alteragdes cromossdmicas. Para que eu possa ter um resultado nesse momento preciso
coletar 3ml do sangue do paciente com a qual sera realizada as seguintes
técnicas: caridtipo por bandamento GTG, Hibridizacao in situ por Fluorescéncia (FISH)
e array-CGH. O risco com a coleta de sangue sera a picadinha da agulha e podera ocorrer
uma mancha roxa que desaparecera bem rapidamente.

Informo que o material bioldgico colhido do paciente, ndo serd usado em sua totalidade
e parte dele sera armazenada no Servico de Aconselhamento Genético (SAG) do
Departamento de Genética-1IBB/Unesp. Para reutilizacdo desse material sera escrito um
novo projeto de pesquisa, com um novo termo de consentimento para que o Senhor (a)
assine nova autorizacdo para utilizacdo desse material.

Solicito também seu consentimento para consultar o prontuario médico do paciente acima
especificado, para coletar outras informac6es la contidas como exames de imagens (Raio-
X, Ressonancia magnetica e Tomografia Computadorizada), referentes a consultas feitas
anteriormente realizada com o paciente.

Na qualidade de responsavel pelo paciente o(a) Senhor (a) respondera um questionario a
respeito do paciente, que levara uns 15 (quinze) minutos de duracéo.

Os beneficios da participacdo do paciente sera a compreensdo dos sinais clinicos
decorrentes de alteracGes cromossdmicas, que podera predizer o melhor tratamento ao
paciente, com base em casos semelhantes descritos na literatura cientifica. Além
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contribuicOes para a pesquisa cientifica a respeito de tais alteracdes cromossdémicas, apds
0s pesquisadores terem o conhecimento dos resultados da pesquisa.

Informo que a participacdo do paciente neste estudo € voluntaria e que mesmo apos o
senhor ter dado o consentimento para que 0 mesmo participe da pesquisa, o senhor podera
retirar o consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo na continuidade do
seu tratamento.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual teor,
0 qual 01 via serd entregue ao Senhor (a) devidamente rubricada, e a outra via sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos apés o término da
pesquisa.

Qualquer ddvida adicional vocé podera entrar em contrato com o Comité de Etica em
Pesquisa através dos telefones (14) 3880-1608 ou 3880-1609 que funciona de 2% a 62 feira
das 8.00 as 11.30 e das 14.00 as 17horas, na Chacara Butignolli s/n° em Rubido Janior —
Botucatu - Sdo Paulo. Os dados de localizagdo dos pesquisadores estdo abaixo descrito:

Apos terem sido sanadas todas minhas duvidas a respeito deste estudo, CONCORDO na
qualidade de “Representante Legal” do paciente acima mencionado, SUA
PARTICIPACAO de forma voluntéria, estando ciente que todos os seus dados estardo
resguardados através do sigilo que os pesquisadores se comprometeram. Estou ciente que
os resultados desse estudo poderao ser publicados em revistas cientificas, sem no entanto,
gue minha identidade seja revelada.

Botucatu, [

Pesquisador Representante Legal pelo Participante da Pesquisa

Mestranda: Jakeline Santos Oliveira

Endereco: Rua Coronel José Vitoriano Villas-Boas , 55 apt 11A — Centro Botucatu/SP
CEP 18600-130. Fone: (14) 99103-2236. E-mail: jakoliveira.jo@gmail.com

Orientador: Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira

Endereco: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética —
Servigo de Aconselhamento Genético Botucatu/SP — CEP:18.618-000. Fone: (14) 3880
0376 / 9754-5963. E-mail: sag@fmb.unesp.br
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7.2. Anexo B: Termo de consentimento para publicacéo cientifica

Termo de Autorizacao

Eu,
portador do R. G. (responsavel pelo paciente)
autorizo a publicacdo de fotos completas e resultados clinicos do paciente,
em

revistas cientificas que circulam entre profissionais da salde que tenham interesse
nesta area. Sempre que ocorrerem publicacdes cientificas a minha identidade e a do
paciente ao qual sou responsavel, serdo mantidas em absoluto sigilo, somente
pesquisadores da area terdo acesso aos dados completos, ndo sendo permitido, em
nenhuma hipotese, o acesso dos dados por terceiros.

Todos os resultados estardo disponiveis no prontuario do paciente do Servigo de
Aconselhamento Genético de Botucatu.

Assim, declaro haver recebido as devidas explicagfes a respeito, estar ciente sobre as

informagf6es acima mencionadas e que minha participacdo € voluntaria por opgéo
propria.

Data: / /

Assinatura do responsavel pelo paciente

Dr. Danilo Moretti-Ferreira

Diretor do SAG

Fone: (14) 3815-3131

Endereco: Distrito de Rubi&o Jr. s/n

Servigo de Aconselhamento Genético- Departamento de Genética
Instituto de Biociéncias de Botucatu-IBB/Unesp

Botucatu/SP- CEP: 18618970

E-mail: sag@fmb.unesp.br


mailto:sag@fmb.unesp.br
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7.3. Anexo C: Aprovacdo CEP-FMB/Unesp

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relatos de casos: Duplicacdo parcial 12p em uma paciente com caracteristicas
dismorficas e atraso no desenvolvimento; e Translocacdo aparentemente equilibrada
t(1;14) em uma paciente com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor

Pesquisador: Jakeline Santos Oliveira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versédo: 2

CAAE: 98471218.5.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Genética
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

NUmero do Parecer: 3.007.674

Apresentacéo do Projeto:

Trata-se de relato de casos de projeto intitulado “Duplicagao parcial 12p em uma paciente com caracteristicas
dismérficas e atraso no desenvolvimento; e Translocacdo aparentemente equilibrada t(1;14) em uma paciente
com atraso do desenvolvimento neuropsicomotor” a ser conduzido pela académica Jakeline Santos Oliveira
sob orientacéo da Prof Dr Danilo Morreti Ferreira do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias da
UNESP, Botucatu.

Projeto enquadrado na Area Tematica Especial: Genética Humana (Trata-se de pesquisa envolvendo
Genética Humana que ndo necessita de andlise ética por parte da CONEP).

O estudo propOe-se a descrever dois casos de alteracdes cromossdmicas sem diagndstico sindrémico
utilizando técnicas de citogenética, biologia molecular, citogendmica e bioinformética. Os pacientes incluidos
serdo uma paciente com caracteristicas dismoérficas e atraso do desenvolvimento que supostamente
apresenta duplicacdo 12p e, uma paciente com atraso de fala e do desenvolvimento com translocacéo
aparentemente equilibrada.

93



UNESP -FACULDADE DE Camofm
MEDICINA DE BOTUCATU -

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar as alteragcdes cromossdmicas sem diagndstico sindrémico definido, por meio das técnicas de
citogenética classica, molecular e citogendmica em estudos de relato de caso em uma paciente com
caracteristicas dismorficas e atraso do desenvolvimento que supostamente apresenta duplicagdo parcial no
cromossomo 12; e em uma paciente com translocacéo aparentemente equilibrada com atraso da fala e do
desenvolvimento.

Correlacionar o genétipo/fenétipo das pacientes afim de se gerar publicacfes cientificas (Relato de Caso).

Avaliagcado dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores afirmam que o risco se deve ao acesso a informacédo genética de todo o genoma das
pacientes, no entanto, a investigacdo gendmica serd realizada somente para a pesquisa das alteracfes
cromossOmicas encontradas nas pacientes, as quais alteram o fenotipo clinico.

Como beneficio havera a possibilidade do entendimento da afeccao genética e o aconselhamento genético
adequado, bem como, melhorias na qualidade de vida da paciente e de seus familiares.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem comentérios adicionais.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
Segundo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude foram apresentados todos os documentos
obrigatoérios.

Recomendacdes:
Adequar o titulo do projeto no regulamento apresentado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
ApOs andlise, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacdo do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 05 de novembro de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a
CONEP.

No entanto, informamos que ao final da execugéo da pesquisa, seja enviado o “Relatdrio Final de
Atividades”, na forma de "Notificagao", via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP
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técnicas de citogenética classica, molecular e citogendmica em estudos de relato de caso em uma paciente
com caracteristicas dismorficas e atraso do desenvolvimento que supostamente apresenta duplicagdo parcial
no cromossomo 12; e em uma paciente com translocagéo aparentemente equilibrada com atraso da fala e do
desenvolvimento.

Correlacionar o genétipo/fenétipo das pacientes afim de se gerar publicacfes cientificas (Relato de Caso).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores afirmam que o risco se deve ao acesso a informa¢édo genética de todo o genoma das
pacientes, no entanto, a investigacdo gendmica sera realizada somente para a pesquisa das alteracdes
cromossOmicas encontradas nas pacientes, as quais alteram o fen6tipo clinico.

Como beneficio havera a possibilidade do entendimento da afeccédo genética e o aconselhamento genético
adequado, bem como, melhorias na qualidade de vida da paciente e de seus familiares.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Sem comentarios adicionais.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacédo obrigatéria:
Segundo a Resolucéo 466/12 do Conselho Nacional de Saude foram apresentados todos os documentos
obrigatorios.

Recomendacgdes:
Adequar o titulo do projeto no regulamento apresentado.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

ApoOs andlise, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacéo do Colegiado em reuni&o ordinéria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,
realizada em 05 de novembro de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a
CONEP.

No entanto, informamos que ao final da execugéo da pesquisa, seja enviado o “Relatério Final de
Atividades”, na forma de "Notificagédo", via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP



Continuacéo do Parecer: 3.007.674

UNESP -FACULDADE DE
MEDICINA DE BOTUCATU

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES BASICAS DO _P 15/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1215570.pdf 16:55:18
Parecer Anterior resposta_parecer.pdf 15/10/2018 | Jakeline Santos Aceito

16:54:02 | Oliveira
Declaracéo de biorrep_relatosdecasos.docx 15/10/2018 | Jakeline Santos Aceito
Manuseio Material 16:53:46 | Oliveira
Bioldgico /
Biorepositorio /
Biobanco
TCLE / Termos de |tcle_novo.pdf 15/10/2018 | Jakeline Santos Aceito
Assentimento / 16:53:23 | Oliveira
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito
Brochura 21:42:06 | Oliveira
Investigador
Declaracao de portaria_14 2013 ibb_unesp.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito
Manuseio Material 21:41:41 | Oliveira
Biolégico /
Biorepositorio /
Biobanco
Declaracao de AnuenciaDepartamento.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito
Instituicdo e 21:41:04 [ Oliveira
Infraestrutura
Folha de Rosto FolhadeRosto.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito
21:38:28 | Oliveira

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

(Coordenado

BOTUCATU, 08 de Novembro de 2018

Assinado por:

SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pequeno cromossomo marcador supernumerario sSMC (6) e dup 6q parcial em uma
crianga com displasias esqueléticas, atraso do desenvolvimento e deficiéncia intelectual

Pesquisador: Jakeline Santos Oliveira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nédo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 3

CAAE: 96379318.0.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Genética
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.007.729

Apresentacédo do Projeto:

A pesquisadora descreve que as AberragBes Cromossomicas (Acs) sdo alteracdes que incluem trissomias,
grandes delecdes e/ou duplicacbes cromossémicas, cromossomos em anel, translocacdes, inversdes e
rearranjos cromossdmicos multiplos, que resultam em sindromes complexas com manifestacdes fenotipicas
e envolvimento de multiplos genes. As Acs, na maior parte das vezes, sdo identificadas em criangas com
sinais clinicos suspeitos, como malformagdes congénitas, atraso do desenvolvimento, deficiéncia mental,
anomalias do crescimento, e em casais com recorrentes abortos espontaneos.

Os cromossomos marcadores, pequenos cromossomos marcadores supernumerarios (SSMC), sao definidos
como cromossomos estruturalmente anormais caracterizados somente por técnicas citogenéticas
moleculares, cuja frequéncia na populagdo geral é de 7,9/10.000 nascidos vivos.

A trissomia parcial do braco curto do cromossomo 6 é considerada rara e embora haja diferentes tamanhos
de duplicagdes envolvidas nas trissomias 6p, as caracteristicas fenotipicas incluem: baixo peso ao
nascimento, atraso do desenvolvimento, retardo do crescimento, anomalias craniofaciais e cardiopatias
congénitas.

Sera realizado um estudo de caso por meio da descri¢éo clinica de uma paciente encaminhada pelo Hospital
das Clinicas de Botucatu (HC/FMB) ao Servigo de Aconselhamento Genético do Departamento de Genética
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do Instituto de Biociéncias de Botucatu- IBB/Unesp.

Serdo realizados os seguintes procedimentos de rotina do servigo: Cultura tempordria de linfocitos periféricos;
Coloracdo e bandamento; Bandamento G (GTG); Técnica de Hibridizacdo in situ Fluorescéncia (FISH);
Analise citogenémica (array-CGH) onde seré coletado cerca de 3 ml de sangue da paciente para a extragédo
do DNA e Analise de Bioinformatica.

Objetivo da Pesquisa:

Caracterizar as alteracdes cromossdmicas sem diagnéstico sindrémico definido, por meio das técnicas de
citogenética classica, molecular e citogenémica em um estudo de caso de uma crianga com displasias
esqueléticas, atraso do desenvolvimento, deficiéncia intelectual e atraso de linguagem gque supostamente
apresenta trissomias no cromossomo 6 e um cromossomo marcador supernumerario (SSMC).

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Refere que o risco deve-se ao acesso a informagéo genética de todo o genoma da paciente, no entanto, a
investigagdo gendmica serd realizada somente para a pesquisa das alteragdes cromossémicas encontradas
na paciente, as quais alteram o fenétipo clinico.

Como beneficio havera a possibilidade do entendimento da afeccdo genética e o aconselhamento genético
adequado, bem como, melhorias na qualidade de vida da paciente e de seus familiares.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo de caso de uma crianga com displasias esqueléticas, atraso do desenvolvimento e
deficiéncia intelectual que supostamente apresenta trissomias no cromossomo 6 e um cromossomo marcador
supernumerario (sSMC). A pesquisa é relevante e contribuirA para a compreensdo da afeccdo e
aconselhamento genético.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoéria:

Apresenta o TCLE de acordo com o modelo proposto pelo CEP, pois a coleta de sangue sera feita em crianca
e necessita da anuéncia do responsavel para a realizagéo do estudo.

Apresenta os documentos de autorizacdo da instituicio HCFMB e do Departamento de Genética do Instituto
de Biociéncias da Unesp.

Refere que o armazenamento do material coletado seguira as normas da Portaria 14/2013 IBB. O pesquisador
ressalta que serd realizado o exame de citogenética molecular e ndo haverd armazenamento e depdsito em
Biorrepositorio.

Recomendacdes:

Seguir o cronograma apoés a aprovagao do CEP.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
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Apés andlise, o Colegiado deliberou APROVADO o projeto de pesquisa apresentado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Conforme deliberacéo do Colegiado em reunido ordinaria do Comité de Etica em Pesquisa da FMB/UNESP,

realizada em 05 de novembro de 2018, o projeto encontra-se APROVADO, sem necessidade de envio a

CONEP.

No entanto, informamos que ao final da execugéo da pesquisa, seja enviado o “Relatdrio Final de

Atividades”, na forma de "Notificacdo", via sistema Plataforma Brasil.

Atenciosamente,

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

11:08:37

Oliveira

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 15/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1179116.pdf 16:52:28
Declaracao de biorrepositorio_chr6.docx 15/10/2018 | Jakeline Santos Aceito
Manuseio Material 16:51:14 | Oliveira
Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Parecer Anterior resposta_parecer2.docx 15/10/2018 | Jakeline Santos Aceito
16:50:39 | Oliveira

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito

Brochura 21:23:28 | Oliveira

Investigador

Parecer Anterior Resposta_parecer.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito
21:22:11 | Oliveira

Declaracao de portaria_14 2013 ibb_unesp.pdf 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito

Manuseio Material 21:21:16 | Oliveira

Biolégico /

Biorepositorio /

Biobanco

TCLE / Termos de | TCLE.docx 10/09/2018 | Jakeline Santos Aceito

Assentimento / 21:20:35 | Oliveira

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folharostoib026.pdf 13/08/2018 | Jakeline Santos Aceito
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Declaracéo de AnuenciaHcfmb.pdf 13/08/2018 | Jakeline Santos Aceito
Instituicdo e 11:05:06 | Oliveira

Infraestrutura

Declaracao de Departamento027.pdf 13/08/2018 | Jakeline Santos Aceito
Instituicéo e 11:04:24 | Oliveira

Infraestrutura

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

BOTUCATU, 08 de Novembro de 2018

Assinado por: SILVANA

ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador(a))




