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RESUMO
Uma das malformac¢des mais comuns do sistema nervoso é a agenesia do corpo
caloso (ACC) completa ou parcial que faz parte de um grupo de malformacbes
cerebrais complexas que, normalmente, podem resultar em atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM), deficiéncia intelectual (DI) e estar ou
ndo associada com dismorfias e malformacdes congénitas multiplas. A etiologia da
ACC é heterogénea e, na maioria das vezes, envolve alteracdes cromossomicas que
nao sao identificadas por citogenética convencional. A analise cromossémica por
microarranjos (CMA) permitiu ampliar o alcance e a sensibilidade na deteccdo de
dele¢cBes e duplicacdes submicroscopicas para a compreensao de seus papéis nos
processos patogénicos e tem revelado inUmeras alterac6es associadas a ACC. O
principal objetivo deste estudo foi investigar a presenca de rearranjos
cromossémicos em pacientes com ACC associada a ADNPM e/ou DI elou
malformagdes congénitas. Foram selecionados 54 pacientes com ACC total ou
parcial, associada a ADNPM e/ou DI e sem diagndstico de sindrome genética
definida. Em todos eles foi realizada uma investigacdo de alteracbes cromossdmicas
submicroscépicas por meio da CMA utilizando a plataforma Affymetrix
CytoScan®750k (Affymetrix, EUA). Dos 54 pacientes investigados, 32%
apresentaram apenas alteracbes submicroscopicas ndo descritas no DGV
(Database of Genomic Variants) que foram analisadas quanto a heranca e seu
potencial patogénico. A CMA realizada nos genitores identificou que em 50% destes
individuos as alteracdes eram de novo e em 64% dos casos as CNVs envolviam
microduplicacbes e/ou microdelecdes que nao poderiam ser detectadas pelas
técnicas tradicionais de caridtipo. Nao foram identificadas alteracdes recorrentes na
amostra corroborando a grande heterogeneidade genética das malformac¢6es do CC.
Além disso, identificou-se também que as alteracdes fenotipicas provocadas por
treze CNVs distintas afetam um total de treze genes e quatro regides citogenémicas
criticas para o neurodesenvolvimento que exerceriam impacto direto ou indireto nas
malformacgdes do corpo caloso. Com isso, reafirma-se a importancia da CMA como
instrumento inicial no diagnéstico de quadros sindrobmicos em que a etiologia é

desconhecida.

Palavras-chave: Agenesia do corpo caloso, CMA, SNP-array, CNVs
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ABSTRACT

Agenesis of the corpus callosum (ACC) is among the most frequent human brain
malformations and encompasses either total absence (complete ACC) or absence
from birth of at least one, but not all, of the anatomically defined regions of the corpus
callosum (partial ACC). It is a heterogeneous condition, for which several different
genetic causes are known and it is part of complex brain malformations that typically
result in developmental delays (DD ), intellectual disability (ID) and whether or not
associated with dysmorphisms and multiple congenital malformations. ACC
frequently involves chromosomal changes that are not identified by standard
cytogenetics. Chromosomal Microarray Analysis (CMA) allowed extending the range
and sensitivity in detection of submicroscopic deletions or duplications. And to
investigate the presence of chromosomal rearrangements in patients with ACC linked
to DD and others congenital malformations. We selected 54 patients with total or
partial ACC, associated with DD and congenital malformations without knowned
genetic syndrome. In all patients was carried out an investigation of submicroscopic
chromosomal changes through the CMA using the Affymetrix 750k CytoScan®
arrays. In cases that Copy Number Variations (CNVs) did not found in the DGV
database, the parents were also investigated. CMA results demonstrate that 32% of
CNVs analysed had not been described in DGV. In these cases, 50% of the CNVs
were de novo and 72% were microduplications or microdeletions that could not be
detected by G-banding karyotype. All CNVs found were not recurrent, consequence
of remarkable genetic heterogeneity in ACC. Furthermore, CMA also demonstrated
that CNVs were associated with neurodevelopmental disorders. After analysis of the
results we propose thirteen new genes and four critic genomic regions identified
there could be impact in corpus callosum anomalies corroborating the importance of

CMA as first tier-test in cases of idiopathic syndromic ACC.

Keywords: agenesis of the corpus callosum, CMA, SNP array, copy number

variation
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1INTRODUCAO

1.1 A DEFICIENCIA INTELECTUAL

A deficiéncia intelectual (DI), ou transtorno do desenvolvimento intelectual, é
um distarbio com inicio no periodo do desenvolvimento que inclui déficits funcionais,
tanto intelectuais quanto adaptativos, nos dominios conceitual, social e pratico (1).
Ao longo das ultimas décadas, o conceito e a caracterizacdo das DIs modificou-se
no sentido de dar énfase as limitacdes significativas do funcionamento intelectual e
do comportamento adaptativo abrangendo assim muitas habilidades sociais e
praticas cotidianas (2). A Associacdo Americana de Deficiéncia Intelectual e de
Desenvolvimento, (American Association on Intellectual and Developmental
Disabilities — AAIDD) define o funcionamento intelectual como a capacidade mental
geral, que envolve situacdes como aprendizado, raciocinio e resolucdo de
problemas. E mais, define que o comportamento adaptativo seja um conjunto de
habilidades conceituais, sociais e praticas que sdo aprendidas e realizadas por
pessoas em suas vidas cotidianas. Tais habilidades envolvem a linguagem e
alfabetizacao, as relagfes inter-pessoais/sociais, e as atividades da vida diaria (3).

A DI é uma patologia cuja condigdo esta relacionada ao neurodesenvolvimento
do individuo surgindo antes dos dezoito anos de idade. O estudo e a compreensao
da etiologia e estrutura da DI, um dos mais prevalentes distarbios do
desenvolvimento, constituem um desafio as Ciéncias devido a sua elevada
heterogeneidade clinica e genética (4). Grande parte das Dls é classificada como
sendo de causa idiopatica. Ela pode se apresentar de forma isolada no individuo,
gquando 0 prejuizo cognitivo representa a Unica manifestacdo da patologia, sem
outros sinais e sintomas presentes, sendo denominada inespecifica ou n&o-
sindrdbmica. Ou pode se apresentar em associacdo com uma desordem com
dismorfologias evidentes ou estar associada a fatores clinicos, radioldgicos,
metabdlicos, quando varios sistemas em desenvolvimento sdo afetados, o que seria
a DI sindrébmica, que pode estar presente ou fazer parte de um quadro sindrémico
(5).

Muitas sindromes genéticas conhecidas associadas a DI podem ser
diagnosticadas clinicamente por meio de anamnese e exames clinicos detalhados.

No entanto, a maioria dos casos nao € identificada ao exame clinico sendo
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necessario realizar exames laboratoriais especializados na tentativa de se
estabelecer a causa da DI, e assim compreender melhor o quadro clinico do
paciente e fornecer correto aconselhamento genético as familias (6).

1.1.1 A prevaléncia e o impacto da Deficiéncia Intelectual

A DI afeta 1 a 3% da populagéo geral nos paises ocidentais (7) e sabe-se que
desordens genéticas sdo responsaveis em mais de 50% destes casos (8).
Estimativas afirmam que aproximadamente 85% dos afetados apresentam DI leve;
os outros 15% dividem-se em DI moderada e grave (9).

Os custos envolvendo os cuidados ao longo da vida podem ser extremamente
elevados. Por exemplo, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas estimou em
mais de um milh&o de dodlares o custo por individuo com DI ao longo da vida e 51
bilhdes de délares somente para os nascidos com DI no ano de 2000 (10). Estudo
sobre o impacto econdmico das chamadas “Doengas do Cérebro” no Reino Unido,
em 2010, sitou a DI entre as dez desordens neurologicas mais caras, com custos
superando cinco milhdes de euros per capta, e entre as trés que mais dependem de
despesa médica direta (11).

A DI é classificada como a condi¢cao mais dispendiosa de todos os diagndsticos
do Sistema de Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10), superando cancer e
doencas cardiovasculares (12). Estes calculos envolvem ainda o custo da
manutencdo basica do individuo afetado (alimentacdo, vestuario, cuidados com
saude, educacao, forca de trabalho perdida) assim como o custo do trabalho de
guem cuida do mesmo (9). E mais, Fineberg e colaboradores (11) destacaram que
apesar dos investimentos governamentais priorizarem pesquisas no campo da
salde para as doencas de maior impacto na populacdo e na economia, 0S recursos
financeiros para as chamadas “Doencas do Cérebro” sdo baixos e os atributos de
custos para a atencao a saude séao irrisdrios em casos de disturbios neurolégicos.

Somente na Ultima década do Século XX que o Brasil incluiu nos censos
demograficos realizados no pais, novas metodologias de coletas de dados para
obter dados oficiais sobre a populacdo com deficiéncia. Até entdo, as politicas
publicas voltadas para essa populagdo tomavam como referéncia a estimativa da
Organizacdo Mundial da Saude — OMS, segundo a qual 10% da populacdo de um

pais, em tempos de paz, seria portadora de algum tipo de deficiéncia (13).
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No Brasil, os dados coletados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
— IBGE, no Censo 2010, descreveram a prevaléncia dos diferentes tipos de
deficiéncia e as caracteristicas das pessoas que compdem esse segmento da
populacao, onde encontrou um percentual de 8,3% da populacéo total possui algum
tipo de deficiéncia grave, sendo 2,6 milhdes (1,4%) de pessoas com DI. A regido
Centro-Oeste do pais registrou mais de 170 mil pessoas com DI, das quais o Distrito
Federal conta com 28.351 portadores de DI (1,1% da populacéo) (14).

1.1.2 Diagnéstico e Etiologia da Deficiéncia Intelectual

Atualmente, & partir dos dados clinicos obtidos na consulta e com base na
experiéncia profissional, a maioria dos médicos consegue classificar seus pacientes
guanto as formas de DI, de acordo com 0 que é proposto pela 52 edicdo do Manual
Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais (1). Em sua Ultima versdo, a
classificacdo baseada em pontuacfes de QI é desconsiderada e desaconselhada,
pois ndo existe mais um limiar para se estabelecer um diagnéstico além destas
pontuacBes serem insuficientes para avaliarem o raciocinio em situacfes da vida
real e dominio das tarefas praticas e sociais. Cabe ainda ressaltar que para o
diagnostico de DI feito antes dos cinco anos de idade utiliza-se o termo Atraso no
Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM), visto que se considera a possibilidade
de ser um atraso que possa ser recuperado (15).

A etiologia da DI é mdltipla, altamente heterogénea, e de dificil identificacao.
Podem ser observadas causas genéticas ou ndo genéticas. Inclusive, Rauch e
colaboradores em 2006 (16), estimaram que 25% dos casos de DI eram de ordem
genética, 25% de origem ambiental (ou adquirida) e 50% de causa desconhecida ou
multifatorial. No geral, a maior parte dos pacientes que busca aconselhamento
médico ndo obtém um diagndstico, especialmente naqueles casos onde o atraso é
leve e ndo existem outros sinais associados (17).

As causas ndo genéticas da DI envolvem eventos pré-, peri- e pés-natais,
como acidentes obstétricos que acarretem traumas cerebrais, tabagismo,
alcoolismo, consumo de drogas, efeitos colaterais de medicamentos teratogénicos,
doencas maternas crbnicas ou gestacionais, doengas infecciosas na mae que
podem comprometer o feto (tais como meningites, sarampo, rubéola, toxoplasmose,

citomegalovirus), desnutricio materna, transtornos enddcrinos maternos,
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intoxicacdes exdgenas maternas (por exemplo, por chumbo), alteracbes vasculares
ou degenerativas encefalicas, erros inatos do metabolismo, desnutricdo infantil,
hipoxia ou anoOxia perinatal, prematuridade e baixo peso, ictericia grave do recém-
nascido, desidratacao grave, e caréncia de estimulacdo global que pode prejudicar o
desenvolvimento intelectual normal resultando em DI (12, 18; 19; 20).

Entre as causas genéticas estdo envolvidas as: desordens cromossdmicas (tais
como aneuploidias, rearranjos cromossomicos terminais e em regides relacionadas
com sindromes de microdelecdo e microduplicacdo, rearranjos intersticiais, formas
ligadas ao cromossomo X), desordens complexas (tais como mutacdes em varios
genes), desordens autossOmicas monogénicas (tais como herangca dominante ou
recessiva) e que podem ser impactadas pelo imprinting genético (4, 21).

Os fatores genéticos sdo as causas mais importantes, principalmente, nos
casos de DI média ou grave, onde estdo presentes em mais de 60% dos casos (22).
Rearranjos cromossémicos sub-teloméricos estdo presentes em, pelo menos, 5%
dos casos de DI, provavelmente, devido a alta densidade de genes nestas regifes
(23, 24).

Aproximadamente 5% dos casos da DI sdo causados por anomalias
cromossOmicas visiveis pela citogenética convencional (7;16) e, o crescente niumero
de variantes gendmicas associadas com a DI, muitas vezes tém levado a
designacdo de novas sindromes clinicas (6; 25; 26). Diagnésticos providos pelas
analises por microarranjos ampliam em mais de 20% o numero de resultados além
daqueles obtidos pelo cariétipo (27; 28; 29).

Dependendo da técnica utilizada para a andlise, as estimativas variam entre
17% e 47,1% para os casos de DI que ocorrem em virtude da presenca de variacfes
submicroscoépicas no nimero de copias ou CNVs (do inglés, Copy Number Variation)
(30). Xiang e colaboradores (31) em um estudo utilizando exame de Hibridacao
Genbmica Comparativa por microarranjos ou CGH array (do inglés, Comparative
Genome Microarray), com 44 mil sondas analisaram 1.499 probandos com DI
alcancando uma taxa de diagnostico entre 7% a 14%, e sugeriram que o tamanho
minimo das CNVs consideradas nas investigacfes clinicas fosse de 300 mil bases
(Kb). Em uma meta-analise de 19 estudos envolvendo 13.926 individuos com DI e
anomalias congénitas analisadas por meio da técnica de CGH array, estimou em
10% o alcance diagnostico (32). O consorcio internacional Clinical Genome

Resource, anteriormente conhecido como The International Standards For
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Cytogenomic Arrays Consortium (ISCA), realizou uma meta-analise de 33 estudos
qgue incluiam 21.698 pacientes testados pela Andalise Cromossémica por
Microarranjos ou CMA (do inglés, Chromosome Microarray Analysis) e concluiu que
a técnica oferece capacidade de diagnostico muito maior (15% a 20%) para o0s
individuos com ADNPM e/ou DI, transtornos do espectro autista ou malformacdes
multiplas congénitas do que o cari6tipo por banda G (3%, excluindo Sindrome de
Down e outras sindromes cromossdmicas conhecidas) (29).

O estudo de Hochstenbach e colaboradores (28) forneceram importantes
consideracdes para as situacdes que envolviam deteccéo de alteracdes visualizadas
apenas pelo cariétipo convencional. Eles concluiram que estes casos representavam
0,78% do universo de amostras estudadas e envolviam rearranjos cromossomicos
balanceados que poderiam ser indetectaveis as andlises pelos arrays. Incluiam
rearranjos familiares (0,48% de todos os casos), translocagdes reciprocas de novo e
inversdes (0,23%), translocacfes Robertsonianas de novo (0,04%), e triploidia
69,XXX (0,03%).

Os pacientes com DI frequentemente apresentam algum tipo de malformacao
cerebral. Dentre elas, as anomalias no desenvolvimento do Corpo Caloso estédo
entre as mais frequentes e, no entanto, as diferencas na definicdo dos tipos de
malformacgdes calosais e suas formas variadas de deteccédo dificultam a realizagcéao

de estudos com estimativas precisas (33, 34).

21



1.2 O CORPO CALOSO

O Corpo Caloso (CC) € a maior das estruturas inter-hemisféricas da substancia
branca no cérebro. Ele é construido por mais de 200 milhdes de axdnios
organizados topograficamente, que conectam os hemisférios direito e esquerdo,
compreendendo aproximadamente 3% do total de fibras corticais (35). O CC é
exclusivo dos mamiferos placentarios e, em humanos, sua principal funcéo € a
coordenacao e transferéncia de informacdes entre os dois hemisférios cerebrais
auxiliando nas funcbBes cognitivas e neurologicas. Esta comunicacdo inter-
hemisférica é importante para a integracdo funcional das informagdes sensoriais,
motora e 6culo motora, assim como das fung¢des cognitivas superiores envolvendo a
linguagem e o raciocinio abstrato (36, 37).

O CC é tradicionalmente dividido em quatro segmentos distintos baseados em
estudos histolégicos e estruturais (38) (Figura 1). Recentes avangos nas técnicas de
mapeamento cerebral possibilitaram melhor compreensdo da diversidade das
conexdes calosas inter-hemisféricas em cada segmento, e ajudam a esclarecer o
gque acontece com estas conexfes quando ocorre algum distarbio no

desenvolvimento embrionério ou fetal (39).
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Crianga a termo Oito meses de idade Adulto

Figura 1. Corte sagital em T1 de RMN mostrando o Corpo Caloso normal em crianca a termo (A),

crianca com 8 meses de idade (B), 2 anos (C), 8 anos (D). O crescimento na secao anterior € mais
pronunciado até os primeiros 10 anos de vida (compare C com D), enquanto o crescimento posterior
predomina durante a adolescéncia. Visualizacdo por meio da técnica de tractrografia por RMN de
individuo adulto em vista sagital, superior e obliqua, respectivamente, com representacao das fibras
do trato calosal, compreendendo feixes projetando no lobo pré-frontal (colorido aritificialmente na cor
verde), pré-motor e areas motoras suplementares (azul claro), cortex primario motor (azul escuro),
cortex primario sensorial (vermelho), lobo parietal (laranja), lobo occiptal (amarelo), e lobo temporal
(violeta) (E-G). Regibes e subdivisdes do CC conforme estabelecido por Witelson (1989): A=Anterior,
B=Corpo, P=Posterior; 1=rostro, 2=joelho, 3=corpo rostral, 4=corpo médio anterior, 5=corpo médio
posterior, 6=istmo, 7=esplénio (H-1). (modificado e adaptado de: 40 (A-D); 41 (E-G); 42 (H-1)).
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1.2.1 As Malformacdes do Corpo Caloso

A Agenesia do Corpo Caloso (ACC) pode ser caracterizada pela auséncia
completa do CC, neste caso sendo denominada ACC completa, ou pode estar
parcialmente ausente, condicdo simplesmente denominada ACC parcial ou
Disgenesia do Corpo Caloso (DCC). Esta pode ser priméria (sem a formacédo da
porgdo posterior do CC) ou secundaria (o joelho e o corpo anterior sdo malformados,
deixando a porcéo posterior do CC intacta) ou ainda representar um dos espectros
das anomalias calosais, incluindo as hipoplasias, caracterizadas por um CC mais
fino que o normal sem alteracdo na extenséo anteroposterior (43) (Figura 2).

A ACC e a DCC primérias se diferenciam das DCC secundéarias pelo
desenvolvimento inicial normal do CC. A ACC completa € resultado de uma
embriogénese defeituosa enquanto que a ACC parcial ou DCC, de uma foma geral,
representa uma malformacdo resultante de um evento que interrompeu o
desenvolvimento normal do CC em qualquer momento da gestacdo. Os eventos
cerebrais alterados associados com a DCC sao mais sutis do que os envolvidos na
ACC completa. Por exemplo, a DCC da por¢do anterior do corpo caloso pode
decorrer de uma encefalomalécia focal, enquanto que a DCC da porcdo posterior €,
provavelmente, um fendmeno decorrente da formacéo incompleta do corpo caloso
(44).

A ACC/DCC é uma condicdo amplamente heterogénea que pode ser resultado
da perturbacdo das inUmeras etapas do desenvolvimento, desde a precoce linha
média telencefalica tipica até as especificacbes neuronais e orientacbes das
comissuras axonais. Ela pode ser detectada como um achado isolado na RMN, ou
pode estar mais comumente associado com uma desordem ampla do
desenvolvimento do cérebro (45; 46). Sindromes que estdo associadas com ACC
sdo, em geral, classificadas pelo estagio do desenvolvimento cerebral que foi
afetado, seguindo estratégia similar a utilizada em outras classificacbes de
malformacgBes corticais. ACC pode ocorrer em associacdo com desordens na
proliferacdo neuronal e/ou glial, na migracdo neuronal e/ou especializa¢do, nos
processos de padronizacdo da linha média, no crescimento e/ou direcionamento

axonal, e no desenvolvimento pés-direcionamento (45, 47).
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Figura 2. Achados neuroanatdémicos revelados através dos cortes sagital e coronal em T1 no exame
de RMN em pacientes com anormalidades no Corpo Caloso. A e D: paciente com ACC completa
associada com expansdo dorsal de terceiro ventriculo (asterisco), auséncia do giro e sulco do
cingulo, e auséncia do septo pellcido. B e E: paciente com ACC parcial; o esplénio esta ausente e 0
rostro ndo esta completamente formado (setas), e as laminas do septo pelicido ndo estdo fundidas
(E; cabecgas de setas). C e F: paciente com hipoplasia do CC, onde estdo presentes todos o0s
segmentos porém afilados, além de apresentar reducdo considerdvel no volume da substancia
branca cerebral (F). (adaptado de 40)

Tradicionalmente a ideia mais aceita é a de que o CC humano se desenvolvia
no sentido antero-posterior possibilitando, assim, realizar a distingdo entre as DCC
primarias e as DCC secundarias. No entanto, mais recentemente, estudos de
neuroimagem sugeriram que 0s primeiros axdnios cruzam a placa comissural no
hipocampo primordial, com subsequentes conexdes sendo realizadas
bidireccionalmente (36, 48). Portanto, durante a 132 e 142 semanas pds-concepcao,
axonios pioneiros comegam a cruzar a linha média, as partes anteriores comegam a
crescer entre a 142 e 152 semana enquanto que a partes posteriores crescem por
volta da 182 e 192 semanas. O aparente atraso no desenvolvimento da por¢éo
posterior em relagcdo a anterior deu origem ao consenso de que interferéncias
precoces no desenvolvimento do CC resultariam em ACC completa, enquanto que
perturbacdes tardias resultariam em DCC primaria limitada ao corpo caloso posterior
e rostro. Por volta da 202 semana, o CC completa o seu formato achatado, embora o

crescimento intenso de axbénios ocorra até dois meses ap0s o0 nascimento, periodo
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mais provavel para a causa das DCC secundarias e hipoplasias. Embora o nimero
de fibras calosas seja determinado, mais ou menos, ao nascimento, variacbes
estruturais continuam ao longo do desenvolvimento pos natal e, particularmente,
mais acentuadas durante a infancia e adolescéncia (36, 49, 50).

Ultrassonografias de rotina constituem a ferramenta primaria na identificacédo
de ACC a partir do segundo trimestre, quando pode ser visualizado o alargamento
da fissura inter-hemisférica, a auséncia da cavidade do septo pellcido e a
colpocefalia (51). Estes exames, entretanto, muitas vezes falham na deteccdo dos
casos mais sutis de DCC ou de hipoplasia calosal mesmo quando associado com
disgenesia da substancia branca (52). Por esta razdo, 0 mapeamento por exames
de ressonancia magnética nuclear (RMN) sdo a modalidade mais indicada para
visualizacao direta do CC em casos de suspeita de ACC e de outras anomalias que
ndo podem ser detectadas pelas ultrassonografias. Particularmente, isto é
importante para o aconselhamento precoce aos pais, uma vez que anormalidades
cerebrais identificadas pela RMN podem sugerir muitas desordens do
neurodesenvolvimento que estdo associadas com deficiéncias neurolégicas mais
graves (46, 53).

O desenvolvimento do CC ocorre simultaneamente ao cerebral e cerebelar,
sendo assim a ACC é uma anomalia que pode ocorrer de forma isolada ou, mais
frequentemente, em associacdo com outras malformacées do SNC ou sistémica, 0
gue sugere que a ACC faca parte de um distirbio do desenvolvimento mais
generalizado. Anomalias do SNC podem incluir lipomas ou cistos inter-hemisféricos,
encefalocele, microcefalia, malformacdo de Dandy-Walker (mais frequente) ou de
Arnold-Chiari, holoprosencefalia, hidrocefalia, desordens de migracdo neuronal,
heterotopias neuronais, lisencefalia, paquigiria, e esquizencefalia. Por conta da
proximidade embriolégica, a ACC esta normalmente associada com malformacdes
das estruturas do sistema limbico, particularmente a formacdo do septo e do
hipocampo. Ademais, malformacfes sistémicas incluem, com grande frequéncia,
anomalias faciais, do sistema esquelético, do trato intestinal e genitourinario, e dos
sistemas cardiovascular e respiratorio (54, 55).

A incidéncia da ACC é de 0,3% a 0,7% na populacédo geral e de 2% a 3% na
populacdo com deficiéncia intelectual. Dependendo da etiologia, o risco de
recorréncia varia de 1% (se for de heranga esporadica ou cromossomal) a 25% (se

for de heranca autossOmica recessiva) ou mesmo 50% em individuos do sexo
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masculino (se recessivo ligado ao X) (34). Glass e colaboradores (56) relataram uma
prevaléncia de ACC ou hipoplasia do CC de 1,8 para cada 10.000 nascidos Vvivos,
onde fatores como prematuridade e idade materna avancada foram os que mais
aumentaram as chances do surgimento do distarbio.

As consequéncias cognitivas e neuroldgicas nos pacientes com ACC variam
consideravelmente desde problemas comportamentais amenos a graves deficiéncias
neurologicas. Dentre os sinais e sintomas mais frequentemente associados a ACC
estdo DI (60%), problemas visuais (33%), atraso na fala (29%) e convulsdes (25%)
(33). Dificuldades na resolucéo de problemas e deficiéncias nas habilidades sociais
sdo comuns, e muitas vezes incluem tendéncia ao transtorno do espectro autista
(57, 58). Curiosamente, na maioria das vezes, a forma isolada da ACC possui
prognoéstico favoravel (59), onde os individuos exibem um resultado cognitivo
diferente dos observados na sindrome da desconexdo inter-hemisférica
caracterizada nos pacientes que foram submetidos a comissurotomia (60).
Individuos com ACC sao, portanto, uma oportunidade Unica de se estudar ndo
apenas 0s mecanismos do desenvolvimento calosal, mas também os principios
gerais que determinam como o0 ceérebro responde as interferéncias no

neurodesenvolvimento.
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1.2.2 As alteracOes genéticas envolvidas nas Malformacdes do Corpo

Caloso

O aumento na frequéncia do uso e do poder de resolucdo dos exames
moleculares que permitem a analise do genoma completo, como na CMA ou no
estudo dos exomas, possibilitou identificar mais genes e loci genémicos envolvidos
no desenvolvimento do CC, e tem contribuido para ampliar a diversidade das causas
genéticas nas sindromes que envolvem ACC (61).

Até 0 momento, 55% a 70% dos casos de ACC ndo possuem etiologia
elucidada se considerar apenas a avaliacdo clinica (45). Aparentemente, as
anomalias do CC possuem uma natureza circunstancial, o que dificulta a realizacao
de estudos genéticos, visto que possivelmente a etiologia da ACC na maioria destes
pacientes € de causas ndo genéticas, como nos casos de exposicao alcodlica fetal.
Na realidade, esta é uma associacdo frequente com anomalias cerebrais
visualizadas nos exames de imagem que indicam claramente alguma anormalidade
no processo do neurodesenvolvimento (45).

Cerca de 30% a 45% dos casos de ACC possuem causa genética
desconhecida (45, 62). A maior parte das sindromes que apresentam ACC possui
heranca mendeliana com penetrancia incompleta, sendo descritas sindromes com
heranca autossémica dominante ou recessiva ou heranca ligada ao cromossomo X
(56). Anomalias do CC estéo relacionadas, também, com a presenca de trissomias
(ex: cromossomos 13 ou 18 ou trissomia em mosaico do 8), de rearranjos
cromossOmicos estruturais visiveis a citogenética tradicional (ex: rearranjo do 8p), e
de um numero crescente de CNVs detectadas por CMA. Disturbios cromossdmicos
foram associados com 17% dos casos de ACC detectada antes do primeiro ano de
vida (56).

O’Driscoll e colaboradores (61) publicaram uma revisdo incluindo 374
pacientes novos e previamente descritos na literatura com ACC e alteracbes
cromossdmicas identificadas tanto por caridtipo convencional quanto por CGH array.
Dentre as alteracdes cromossOmicas mais frequentes estavam aquelas que
envolviam os segmentos cromossomicos de 1g43-g44 (35 casos), 4pl6 (15 casos),
8p22-p21 (21 casos) e 13934 (22 casos). Outro ponto importante sugerido foi que as
microdele¢bes da porcao distal do brago longo do cromossomo 1 séo as alteragbes

cromossOmicas mais frequentemente associadas a ACC.
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Dessa forma, as alteragcdes cromossémicas constituem uma importante causa
de ACC e a descricao de pacientes com essas anomalias pode auxiliar na
identificacdo de genes associados com a etiologia da ACC. E mais, a maior parte do
conhecimento a respeito do desenvolvimento normal do CC foi obtida através de
estudos com cobaias com ACC. O entendimento dos processos gue sustentam o
desenvolvimento calosal em camundongos, por exemplo, serviu de alicerce para o
conhecimento no ambito da ACC em humanos (63). Estudos com cobaias sao
importantes para definicdo de processos criticos envolvidos no desenvolvimento do
CC, e evidéncias obtidas em analises de tecido neural em fetos humanos sugerem
que processos e moléculas similares estdo envolvidos no desenvolvimento do CC
humano (64).

Entretanto, fenétipos em cobaias nem sempre podem ser correlacionados
diretamente com os fendtipos em humanos, uma vez que ndo estdo claros quais os
mecanismos do desenvolvimento que estdo conservados entre as espécies. Uma
contribuicdo importante provém dos estudos de neuroimagens que preenchem esta
lacuna e fornecem um meio de se examinar o desenvolvimento e as estruturas do
cérebro humano (54; 65). Outro fator limitador para se transferir o conhecimento
alcancado com cobaias diretamente para o que ocorre em humanos, é que muitos
modelos com o gene alvo mutado morrem embrionariamente ou no pés-natal, uma
vez que normalmente estes genes regulam mudltiplas etapas do desenvolvimento
(66).

De forma similar, pacientes sem um ou mais genes funcionais s&o menos
comuns do que aqueles com mutacdes de ponto em tais genes, tanto herdadas
guanto de novo (66). Neste caso, estas mutagbes diminuiriam ou impediriam a
funcdo de um gene sem, contudo, torna-lo completamente néo funcional. Sendo
assim, estudos de genes candidatos para ACC realizados em camundongos com
mutacOes completas, podem nao ser a melhor forma de associar com os fenémenos

gue ocorrem em humanos (67).
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1.3 PLATAFORMAS DE ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRANJOS
(CMA)

A Hibridagdo Gendmica Comparativa (CGH) foi uma das primeiras técnicas
eficientes no rastreamento em busca de CNVs no genoma completo. Foi descrita
pela primeira vez em 1992, por Kallioniemi e colaboradores (68), onde o DNA
gendmico total de uma amostra de tumor e de cultura de células de referéncia foram
diferencialmente marcados e hibridados com cromossomos metafasicos. As
diferentes intensidades de sinais produzidas a partir desta hibridacdo, em
determinado local do genoma, representariam a relacdo proporcional do niumero de
cOpias entre as sequéncias dos genomas teste e referéncia. Considerando o
genoma referéncia como normal, entdo aumentos ou diminuicdes nas taxas da
intensidade dos sinais indicariam, diretamente, uma CNV no DNA da amostra
testada. Alguns anos mais tarde, a técnica passou a ser realizada com arranjos de
grandes sondas de DNA, sendo nomeada CGH-array ou aCGH, obtidas através de
clones de cromossomos artificiais de bactérias (BACs), imobilizados em suportes de
vidro (chips) de forma ordenada (69, 70).

Inicialmente, diversas técnicas de PCR foram adaptadas para contornar a
dificuldade de se produzir BAC DNA com a pureza adequada para a realizacéo dos
arrays (71, 72, 73, 74, 75). Esses clones de BACs possuiam comprimento variando
entre 80.000 e 200.000 mil bases e, por serem menores gque 0S CromossSOomMos
metafasicos em varias ordens de magnitude, a resolucéo teérica do CGH-array é
proporcionalmente maior que a da CGH tradicional. O nivel de resolucdo é
determinado considerando tanto o tamanho da sonda quanto a distancia genémica
entre as sondas de DNA (76). A resolucdo dos arrays entdo foi aumentando a
medida que sondas mais curtas passaram a ser utilizadas como alvo, comec¢ando
por pequenos fragmentos de cDNA (77), passando por produtos de PCR (78) até
chegar nas sondas de oligonucleotideos (79, 80), possibilitando assim a inclusédo de
maior niumero de sondas por chip.

Paralelo a diminuicdo do comprimento das sondas ocorreu o surgimento dos
primeiros BACs cobrindo todo o genoma humano e, com isso, a técnica teve um
desenvolvimento extraordinario devido a sua capacidade de analisar um grande
namero de loci em paralelo no genoma completo (75). A primeira geracdo de CGH-

array foi marcada pelos entdo denominados BAC-arrays, estes possuiam em média
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3.000 a 6.000 sondas mapeadas e representativas do genoma, que eram clonadas
aos milhares de coépias e imobilizadas em laminas de vidro para a reagdo de
hibridacdo. Apesar da resolucao desta metodologia especifica ser considerada baixa
atualmente, ainda assim, é cerca de 100 vezes maior do que a do caridtipo
convencional, ou seja, a resolucdo do CGH-array alcancava um milhdo de bases (1
Mb), enquanto que no exame da citogenética convencional alcan¢ca uma resolucéo
méaxima de 5 Mb. A diferenca média da distancia entre duas sondas no genoma era
de 0,5 a 1 Mb, podendo variar consideravelmente, dependendo da regido do
genoma investigada (81).

Em pouco tempo os BAC-arrays foram substituidos pelos CGH-arrays
comercialmente disponibilizados que utilizavam chips contendo oligonucleotideos de
DNA, fato que permitiu um aumento substancial na cobertura genémica (9). Esta
segunda geracdo da técnica era caracterizada por laminas de vidro manufaturadas
através de fotolitografia para acomodar entre 44.000 e 72.000 sondas com
comprimento que variam, de acordo com os fabricantes, entre 25 a 85 bases. Com
isso foi possivel alcancar uma maior cobertura de regides gendmicas, ou seja, maior
resolucdo na analise de variagdes do numero de copias de trechos de DNA no
genoma (29). Diferentes plataformas que trabalham com oligonucleotideos séo
oferecidas por grandes multinacionais da area de citogenémica, tais como Agilent,
Affymetrix, NimbleGen e lllumina, cada qual apresentando vantagens técnicas
préprias e que dependem do objetivo do estudo (cientifico ou clinico), de resolucéo
maxima necessaria para o0 array, e da expertise para a interpretacdo dos dados
obtidos. O método tornou-se amplamente utilizado tanto para investigar pacientes
com alteragcbes cromossdbmicas aparentemente equilibradas (analisados por
cariétipo convencional), mas com fenétipos anormais, quanto para o rastreamento
ao longo do genoma de defeitos cromossémicos que podem representar a evidéncia
inicial para a identificacdo de um ou mais genes associados a doencas genéticas
(6).

A terceira geracao da técnica foi marcada pela comercializacdo dos SNP arrays
de alta resolugcdo que utilizam chips que ultrapassam os 2,5 milhdes de sondas,
correspondendo a uma resolucao de cerca de 1 a 100 kb (100 a 10.000 vezes maior
do que a do cariétipo convencional), e que apresentam sondas para analise
especifica de polimorfismo de um unico nucleotideo ou SNP (do inglés, Single

Nucleotide Polymorphism)(82). Tal avanco somente foi possivel com o constante
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aprimoramento na fabricacdo dos chips, o que permitiu aumentar a densidade de
sondas por chip, e com a evolucdo das tecnologias de deteccdo cada vez mais
precisas e sofisticadas, que permitiram a deteccao de alteracbes muito menores e a
analise de um numero maior de genes (83).

Na ultima década a CMA ampliou a deteccéo de alteracées cromossdmicas em
pacientes com DI e/ou malformagdes congénitas e auxiliou na identificagéo de genes
gue contribuem para a ocorréncia destas condicdes (84, 85). A busca genOGmica de
CNVs em sequéncias de DNA por CMA permitiu detectar cada vez mais rearranjos
cromossOmicos cripticos recorrentes, 0s quais podem caracterizar sindromes
genéticas definidas, ou pouco recorrentes, permitindo caracterizar melhor os
quadros clinicos associados a esses rearranjos e indicar as regiées cromossdmicas
com maior susceptibilidade a ocorréncia de fendbmenos (86). Diversas sindromes,
clinicamente bem caracterizadas previamente, foram associadas a presenca de
rearranjos submicroscoépicos, dentre elas as Sindromes de Wolf-Hirschhorn (MIM
#194190), Williams-Beuren (MIM #194050), DiGeorge (MIM #188400) e Langer-
Giedion (MIM #150230) (87). Por outro lado, levou a descricdo de alteracbes
cromossOmicas recorrentes que puderam caracterizar novas sindromes, tais como
as condi¢cdes que envolvem a delecéo 1p36 (MIM #607872), a delecdo 15924 (MIM
#613406) e a Sindrome de Potocki-Lupski (MIM #610883) (87,88). Contudo,
diversas outras CNVs submicroscopicas ainda apresentam poucos relatos descritos

nao permitindo uma caracterizacao fenotipica bem definida.

32



1.3.1 Oligoarrays e SNP-arrays

No CGH-array tradicional o DNA de um paciente e o de um controle sao
fragmentados e depois marcados por dois fluorocromos distintos para, em seguida,
serem hibridados com oligonucleotideos de DNA depositados sobre uma lamina de
vidro. Por fim, realiza-se a leitura por meio de escéaner a laser e a captacao dos
sinais emitidos por cada fragmento hibridado. O resultado desta analise sera obtido
a partir da razéo das intensidades de fluorescéncia dos dois fluorocromos apos a
reacdo de hibridacdo, onde serd possivel detectar aneuploidias, tais como as
dele¢cBes e/ou duplicacdes, no genoma da amostra testada, em um Unico ensaio e
em qualquer regido gendmica coberta pelas sondas. Entretanto, neste caso, as
alteracdes cromossémicas equilibradas, tais como translocacdes ou inversdes, nédo
poderiam ser detectadas, limitando este tipo de array ao diagnéstico de
microdele¢cdes e microduplicacdes gendmicas (6).

No caso dos SNP-arrays, mais modernos, um unico DNA testado € hibridado
diretamente com as sondas do chip sem a necessidade de DNA referéncia. Além
das CNVs, informacdes gendmicas obtidas pelos SNP-arrays permitem detectar
trechos de homozigose e, portanto, identificar doengcas causadas por genes
recessivos, aneuploidias por mosaicismo e dissomia uniparental ou UPD (do inglés,
Uniparental Disomy) (89,90). Nos chips mais comuns de SNP-arrays existem
conjuntos de sondas especificos que permitem a genotipagem paralela de 10.000 a
mais de 1 milhdo de SNPs através da identificacdo dos quatro variantes possiveis
(A, C, T ou G) na sequéncia contendo o SNP (91). Estas novas metodologias tém
permitido demonstrar a importancia das variacées gquantitativas no genoma, inclusive
possibilitando demonstrar que existem variantes de tamanhos diversos deletados ou
duplicados e INDELS (inser¢cbes/dele¢cdes) no genoma das pessoas fenotipicamente
normais, (92-94).

Os SNPs constituem uma das classes de variabilidade mais comuns no
genoma humano, sendo encontrados um polimorfismo desta natureza, em média, a
cada 1.000 pb. Apesar de serem estimados existirem mais de 19 milhdes de SNPs
nas populacbes humanas ao redor do mundo, pouco mais de 3 milhdes foram
documentados pelos bancos de dados publicos. Atualmente, sédo realizados grandes
esforcos internacionais para validar a frequéncia de cada Vvariante.

Aproximadamente 70% dos SNPs estdo localizados nos introns, embora seu papel

33



nao esteja claro ainda e a maioria seja silenciada, algumas destas sequéncias
parecem impactar na expressao génica ou no processo do splicing. Os SNPs sao
capazes de revelar a variagdo gendmica em uma escala tdo ampla que é impossivel
de se alcancar com os outros tipos de polimorfismos do DNA, consequéncia da sua
ubiquidade e da rapida genotipagem permitida pelas tecnologias atuais (95).

Embora as técnicas de arrays ainda ndo tenham atingido a maturidade e, ndo
exista consenso sobre qual plataforma proporciona o melhor equilibrio entre a
densidade de sondas, a cobertura do genoma, e a menor complexidade das
analises, estas tecnologias tém fornecido capacidade diagnostica nunca antes
experimentada no campo da Citogenética (27, 96, 97).

Diversos estudos e importantes instituicdes, incluindo American College of
Medical Genetics and Genomics e Clinical Genome Resource, anteriormente
conhecido como ISCA, recomendam realizar primeiramente a investigacdo com as
tecnologias do CMA em pacientes com DI, autismo ou malformagdes, antes do
cariotipo convencional. Os casos em que 0 cariGtipo deve ser primeiramente
utilizado sdo aqueles em que ha suspeitas de sindromes conhecidas (por exemplo,
Sindrome de Down — MIM #190685), em que ha histérico familiar de rearranjos
cromossémicos ou historico de multiplos abortos (6, 29, 94, 98-103)

Com a disseminacédo dos arrays nos centros de pesquisa e de diagnésticos, 0s
avancos inevitaveis nas tecnologias permitiram combinar e ampliar as vantagens e
capacidades das técnicas, como no caso da plataforma CytoScan® Array (Affymetrix,
EUA), que conciliou o alto poder de resolucdo na deteccdo de CNVs que o0s arrays
de oligonucleotideos possuem com a maior sensibilidade na deteccdo de
consanguinidade, UPD e mosaicismo dos SNP-arrays. Além disso, tornou possivel
detectar pequenas microdeleces ou microduplicacfes que estdo presentes em
guase metade das translocagfes aparentemente equilibradas, contornado uma das
principais desvantagens quando se utiliza as plataformas de menor resolugcao. (28,
29, 100, 103).
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1.3.2 Taxa diagnostica por meio da CMA

Investigacdes sisteméticas por CMA nos individuos afetados por DI sindrémica
mostraram uma taxa de deteccédo de microdele¢cées/microduplicacées variando entre
de 10 e 20% de acordo com a populacéo estudada, a selecdo dos pacientes e a
plataforma utilizada; comparado a taxa de aproximadamente 3% (excluindo a
trissomia do cromossomo 21) utilizando as abordagens citogenéticas convencionais
(32, 104-106).

O rendimento diagnostico do CGH-array é elevado quando realizado em
criangas com DI idiopética, multiplas anomalias congénitas e cariétipo normal,
detectando desequilibrios genémicos em 10-15% dos casos (96) e, quando é
utilizado como primeira técnica diagnostica, em 33% dos casos, (107). E mais, a
taxa de diagnéstico por CGH-array é mais elevada em comparagcdo com o
diagndstico por cariétipo convencional em gestagdes com anomalias detectadas por
ultrassonografia (108).

Em 2006, no estudo brasileiro pioneiro de Krepischi-Santos e colaboradores
(109), identificaram alterac6es cromossémicas ndo descritas previamente em 17%
dos pacientes testados. Dessa forma, a triagem de microdele¢gbes em pacientes com
DI ndo sindrbmica e malformacBes congénitas mdltiplas é essencial para a
identificacdo da etiologia do quadro clinico e pode contribuir para agregar um maior
namero de casos descritos de microrrearranjos raros (110). Em outro estudo recente
realizado em um grupo de neonatos com anomalias congénitas de etiologia

desconhecida, a andlise de CGH-array teve taxa de deteccéo de 14,3% (111).
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1.4 VARIACOES NO NUMERO DE COPIAS (CNVS): CLASSIFICACAO E
INTERPRETACAO

Com o advento dos exames que analisam o genoma completo foi possivel
reconhecer que parte da diversidade do genoma se deve a presenca de CNVs nas
regides gendmicas. Estas variacdes respondem por muito da diversidade que existe
dentro da populacdo e sdo um poderoso mecanismo que contribui para a evolucao
em primatas, por alteragcdes ndo em pontos, mas em blocos de DNA. Assim como 0s
SNPs, as CNVs sdao, portanto, fatores que contribuem muito para a diversidade do
genoma. As CNVs, no entanto, tem uma importante contribuicdo para a ocorréncia
de doencas genéticas (84; 85).

Inicialmente CNVs eram consideradas apenas diferencas no nimero de copias
de genes entre individuos em um loci especifico (por exemplo: nos locus alfa e beta
do gene da globina), ou um desequilibrio genémico resultante em doencas como nas
Sindromes de Prader-Willi (MIM #176270) e Angelman (MIM #105830), ou seja, até
pouco tempo atras eram consideradas rearranjos no genoma humano de escala
limitada. Desde 2004, entretanto, estudos utilizando plataformas de arrays revelaram
que as CNVs existem na maioria dos individuos normais na forma de grandes
segmentos de DNA, sendo considerada a maior fonte de variacdo genética humana
(92, 93, 112, 113).

O nivel, sem precedente, de diversidade genética conferida pelas CNVs
inaugurou um novo capitulo no entendimento sobre a variagcdo fenotipica, evolucéo
humana e susceptibilidade a doencas. Estas dele¢des, inser¢cdes ou duplicacdes
maiores que 1 Kb em comprimento ocorre em torno de 12% no genoma humano e
tendem a aparecer em regides com sequéncias genéticas repetitivas como é o caso
dos Low Copy Repeats (LCRs). Algumas CNVs sdo comuns e transmitidas ao longo
das geracdes enquanto outras aparecem de novo e de forma recorrente. Acredita-se
gue as CNVs mais raras sao as que apresentam maior probabilidade de serem
patogénicas (93,114).

As CNVs séo as variagdes e polimorfismos (SNPs, INDELs, microssatélites,
minissatélites, inversdes, translocacbes e CNVs) que constituem a dinamica
arquitetura do genoma humano e fundamentam as diferengas entre as pessoas
(115). Com o auxilio da tecnologia dos arrays as primeiras CNVs descritas e

estudadas (476 loci de CNV em 75 individuos) afetavam loci com genes que
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exercem papel importante em funcdes neurologicas e metabdlicas (112). Desde
entdo, mais CNVs foram descritas, principalmente, a partir de dados de genotipagem
de SNPs (113, 115).

Em 2006 surgiu o primeiro mapa de CNVs baseado em 270 individuos de
diferentes grupos étnicos originalmente incluidos no Projeto HapMap Internacional.
Redon e colaboradores (93) publicaram uma lista de 1447 regides de variacdes de
namero de copias (CNVRSs), correspondendo a 360 Mb (ou 12%) das sequéncias do
DNA humano. Estas regibes ndo apresentavam distribuicdo uniforme ao longo do
genoma e tinham fungbes gendmicas envolvendo mecanismos de adesao celular e
percepcdo sensorial olfativa e processos neurofisiologicos. Estavam concentradas
proximas a segmentos de duplicacdo (SDs) que, posteriormente, outros estudos
definiram como hotspots para rearranjos cromossémicos e CNVs (116,117).

A medida que os estudos foram descobrindo e caracterizando novas CNVs, as
plataformas de detecgcdo foram amadurecendo e novas tecnologias emergiram
trazendo novas perspectivas e variagdes estruturais das CNVs, inclusive ganhando
nova dimensao com relacdo as doencas genéticas (115,118).

Lupski (119) denominou “doencgas gendmicas” condi¢des que muitas vezes tem
um carater recorrente e sdo consequéncia de erros ocorridos durante a
recombinacdo meidtica provocando a formacdo de crométides desiguais, que
apresentam perdas e ganhos reciprocos de material genético. Existem regifes do
genoma, em particular as que tém regides repetidas e invertidas, que favorecem a
ocorréncia deste tipo de alteracdo (85).

A deteccdo de CNVs raras e comuns por meio das plataformas de arrays tem
gerado questdes acerca da origem e dos mecanismos moleculares que levam a
CNVs serem recorrentes ou nao recorrentes (120, 121), e dos efeitos fenotipicos das
CNVs e seu risco de recorréncia (122). Por tras de sua formacdo estdo diversos
mecanismos diversos mecanismos de mutacado, recombinacdo meidtica dirigida com
e sem homologia, reparacdo de quebras de dupla cadeia de DNA e erros na
replicacdo (115). Curiosamente, como as CNVs sdo extremamente comuns na
populacdo o numero presente em cada individuo ndo é proporcional a patologia que
ele apresenta (92).

Com as técnicas de CMA a detecgdo de CNVs aumentou tanto em individuos
afetados por alguma patologia como em pessoas saudaveis (123). McCarroll e

colaboradores (113) demonstraram que as variagdes nos genomas dos individuos
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resultam em diferencas no nivel de expressao dos genes envolvidos, implicando no
efeito adaptativo destas alteracbes uma vez que estdo presentes em individuos
saudaveis. A maior dificuldade que os pesquisadores encontram, portanto, €
interpretar o significado clinico das CNVs, uma vez que a maioria se encontra em
regibes pobres ou ausentes de genes e podem, portanto, serem neutras ou terem
efeitos reguladores modestos (115). Estabelecer a possivel consequéncia do
desequilibrio provocado por uma CNV pode ser mais facilmente interpretada quando
estéo localizadas dentro de genes ou regides reguladoras (124). No entanto, mesmo
alguns destes casos podem dificultar a interpretacdo quando ocorre, por exemplo,
uma expressdo variavel do alelo remanescente e/ou penetrancia incompleta que
podem causar consequéncias clinicas diferentes nos membros de uma mesma
familia (125,126).

Uma das primeiras classificacbes de CNVs foi proposta pelo estudo de Lee,
lafrate e Brothman (127) e, desde entdo, diversas propostas na classificacdo foram
surgindo a medida que o conhecimento e as informagfes foram aumentando a
respeito da grande diversidade de CNVs (26,128,129). Srebniak e colaboradores
(130) recentemente propuseram nova forma de classificar genericamente as CNVs a
partir dos resultados encontrados pelos arrays, incluindo assim nomenclatura mais
simples e subcategorias para alguns achados clinicos importantes que
historicamente foram subestimados. Assim a classificacdo facilita desde qual a
informacédo a ser disponibilizada para o paciente, enfoca na real necessidade de
como descrever a alteragcédo, e considera se a alteracdo possui ou ndo penetrancia
e/ou expressividade variaveis conhecidas.

Seguindo por este caminho temos: primeiro, as variacdes patogénicas para o
probando que podem ser subclassificadas em achados causais, que agrupa 0s
casos onde a alteracdo tem clara correlacdo com o fenétipo ou a indicagdo clinica
(ex: microdelec¢é@o 22q11 em um individuo com tetralogia de Fallot — MIM #187500);
diagndsticos imprevistos, que agrupa todas as situacdes onde a alteracdo nao
explica o fen6tipo ou indicacdo clinica; loci susceptiveis, que inclui casos onde as
variacbes estdo associadas com desordens do neurodesenvolvimento, mas
possuem heterogeneidade fenotipica e/ou expressividade variavel (ex: delecao
6p21.1 em paciente com atraso no desenvolvimento). Segundo, as varia¢cdes de
significado clinico desconhecido ou VOUS (do inglés, Variants of Unknown

Significance), que nesta nova classificacdo incluem as que sdo potencialmente
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patogénicas (sem evidéncias suficientes), as que sdo VOUS verdadeiras (significado
desconhecido) e as aparentemente benignas (sem evidéncias suficientes de
benignidade). Terceiro, as variacdes benignas, que representam as variacoes
benignas (encontradas nos individuos sadios) e polimdrficas (encontradas em >1%
na populacdo em geral). Quarto, as variacfes potenciais para distarbios de
caréater recessivo, onde uma desordem recessiva bem caracterizada, com uma
frequéncia razoavelmente elevada na populacdo e/ou aspectos clinicos consistentes
com a indicagao do paciente, pode ser referida (ex: delecdo do gene CFTR — OMIM
602421). E, finalmente, as variacdes acidentais, que incluem as anomalias
encontradas ao acaso, ndo intencionalmente, nos parentais dos probandos (ex:
sindrome de Turner em mosaico, descoberta em grafico de frequéncia B-alélica, por
meio da analise do controle de qualidade do array de uma gestante indicada para
diagnéstico pré-natal por conta de malformacdes na ultrassonografia fetal) (130).

A maneira mais confiavel de se determinar a relevancia clinica de uma CNV
para um individuo é compara-la com as CNVs reunidas em grandes bancos de
dados (131). Desta forma, CNVs que sdo encontradas em grandes grupos controle
(populagcbes ndo afetadas), e que, por este motivo, ndo parecem estar associadas a
nenhum quadro clinico, devem ser classificadas como CNVs benignas (132). As
CNVs benignas estdo presentes em cerca de 6% do genoma humano e nao
impactam no fendtipo do individuo (133). A auséncia de genes em uma CNV nao
permite necessariamente classifica-la como benigna, ja que na regido afetada
podem conter sequéncias reguladoras essenciais para a expressdo de genes
vizinhos. Vale lembrar que muitas vezes, CNVs que envolvem genes que possuem
ampla variedade com relacdo ao tamanho e numero de repeticbes acabam
dificultando a interpretacdo dos resultados encontrados pela CMA, visto que eles
podem apresentar um maior nimero de copias em individuos com um quadro clinico
considerado normal (134)

As CNVs patogénicas estdo descritas nos bancos de dados e na literatura
como causadoras de sindromes bem caracterizadas, suas regiées contém genes ou
regides subteloméricas, conhecidamente ricas em genes, associados as doencas
(86).

As CNVs com potencial patogénico possuem genes relevantes na regiao
alterada que ainda ndo possuem relacdo com sindromes conhecidas, e ndo séo

encontradas em grande numero na populagéo (135).
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Por outro lado, as VOUS né&o sao observadas na populagédo normal, possuem
genes de fungcdo pouco conhecida ou RNA nédo codificante e, portanto, a
interpretacdo de seu papel no fendtipo constitui um desafio para os pesquisadores
(135).

Para correlacionar CNVs com os fendtipos dos individuos, alguns critérios
devem ser obedecidos antes que qualquer conclusdo seja feita: precisam ser
analisados, consultados e comparados o tamanho, 0 nimero, e 0s genes afetados
com as informacdes que constam nos bancos de dados (127; 136). Com isso, a
descricdo de microrrearranjos cromossOmicos raros torna-se importante para
determinar a etiologia do quadro clinico dos afetados, caracterizar novas sindromes
genéticas, e elucidar os mecanismos de formacdo de rearranjos cromossémicos
(86).

Esforcos internacionais permitiram criar plataformas de coleta e comparacao de
dados citogenéticos moleculares obtidos em diversos centros de genética clinica
espalhados pelo mundo. Esses bancos ajudam, principalmente, a melhorar a
compreensao do papel que as CNVs exercem na DI e em outros distarbios
genéticos. Por exemplo, o Database of Genomic Variation ou DGV
(http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) é um banco que agrega as informacdes descritas
de mais de 2,5 milhbes de alteragbes estruturais presentes mais de 22.300
individuos controles de populacdes de mundo todo (137). Por outro lado, o Database
of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources ou
DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk/) compila os dados sobre as mais de 26
mil CNVs e 47 mil dados fenotipicos encontrados em mais de 17,5 mil individuos
estudados por centenas de projetos ao redor do mundo (138).

A crescente quantidade de informacdes disponibilizadas por diferentes bancos
de dados permite estabelecer relacdo entre uma determinada CNV e uma possivel
condicdo patogénica com precisdo cada vez maior (135). Para os casos de CNVs
gue nao possuem uma interpretacdo estabelecida, € necessario analisar
clinicamente e geneticamente o0s pais bioloégicos do probando. Caso seja
configurada a heranca de um genitor assintomatico, torna-se menos provavel atribuir

a causa do problema apresentado pelo individuo a alteragéao (139).
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2 JUSTIFICATIVA

O espectro do quadro clinico em pacientes que apresentam malformacfes CC
€ amplo e heterogéneo. E quando acompanhado de outras anomalias estruturais
e/ou ADNPM e/ou DI possui uma etiologia genética que, na maioria das vezes, nao
€ conhecida. Desta forma, estes individuos e estas alteragbes sdo um tema de
grande interesse para os estudos cientificos e clinicos ndo apenas pelo fato de suas
caracteristicas e mecanismos serem pouco conhecidos, mas também porque, além
dos individuos poderem sofrer prejuizos cognitivos e sociais, a evolucdo e o
aumento na sensibilidade e precisdo das técnicas de diagndstico tém contribuido
para elevar as chances de se encontrar um diagndstico especifico para cada
condicdo. Na ultima década, diversos estudos melhoraram a compreensao dos
mecanismos e do impacto das variagbes gendmicas sobre as alteracdes fenotipicas
aumentando, por consequéncia, a necessidade e o interesse de se investigar como
e quais CNVs causam as anomalias do CC. Embora a técnica de CMA ainda né&o
tenha alcancado o seu auge, ela se tornou cada vez mais comum e, consequéncia
disso, sdo as varias informacdes que contribuem de forma relevante para o
entendimento dos mecanismos genéticos que envolvem os distirbios do
neurodesenvolvimento e do CC. Além dos conhecidos prejuizos aos pacientes com
anomalias do CC, a escassez de informacfes e de estudos deste tipo no Brasil
aliado ao sofrimento da familia e aos elevados custos exigidos com a aten¢do sao
fatores que justificam todos os esforcos neste campo. Embora Davila-Gutierrez e
colaboradores (43) tenha estimado o niumero de 3 criancas com malformacéao do CC
para cada 1000 nascimentos, conhecer os indices de prevaléncia € de fundamental
importancia para a implementacdo de politicas publicas voltadas para os cuidados
relativos as doencas cronicas, como a ACC. Desta forma, tornam-se cada vez mais
necessarios estudos sobre as caracteristicas genéticas, clinicas e neurofisiolégicas
das malformacdes do CC com vistas a auxiliar no aconselhamento genético e

familiar dos individuos afetados.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Pretende-se com a realizacdo deste estudo:
» Pesquisar a presenca de CNVs no genoma completo de pacientes atendidos
nos Servicos Puablicos de Genética Médica no Distrito Federal, com ACC

completa ou parcial e/ou alguma malformacéao estrutural e/ou neuropsicomotora,;

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Contribuira para alcancar os objetivos gerais:
a) Implantar a metodologia da Anéalise Cromossdémica por Microarranjos (CMA)
para os Servicos Publicos de Genética Médica no Distrito Federal,
b) Determinar a frequéncia de CNVs raras em individuos com ACC por meio da
CMA;
c) Contribuir com a identificacdo de novas regibes gendmicas associadas a
ACC;
d) Propor genes candidatos a ACC mapeados pela CMA
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3METODOLOGIA

41 SELECAO DE PACIENTES, CARACTERIZACAO DA AMOSTRA E
CONSIDERACOES ETICAS:

Para este estudo, foram selecionados um grupo de 60 pacientes atendidos no
Nucleo de Genética no Hospital de Apoio de Brasilia (NUGEN/HAB) da Secretaria
de Saude do Distrito Federal (SES/DF) e no Servico de Genética Médica do Hospital
Universitario da Universidade de Brasilia (HUB/UnB). Os pacientes que tinham
quadro de ACC completa ou parcial, detectadas por exames de ultrassonografia
transfontanela (USTF) no periodo neonatal ou de Tomografia de Cranio (TC) e/ou
RMN de cranio e encéfalo, associadas com DI sem caracterizacdo de sindrome
genética definida e/ou com alguma malformacdo estrutural, foram convidados a
participar da pesquisa. As solicitacdes dos exames foram feitas pela equipe de
médicos geneticistas do NUGEN e do HUB, entre o periodo de marco de 2011 e
novembro de 2014.

Os responsaveis legais dos pacientes que concordaram em participar
preencheram e assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
apos o esclarecimento das etapas e da importancia do projeto. A proposta do estudo
foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM/UnB) como parte do projeto
interinstitucional intitulado “Investigagao da Etiologia do Retardo Mental Sindrémico”
(ANEXO A).

Foram coletados de 4 a 8 mL de sangue periférico do paciente e de seus pais
em tubo contendo EDTA (&cido etilenodiaminotetraacético) como anticoagulante,
sendo cada individuo identificado por um cédigo. Em seguida, o material biolégico foi
encaminhado para extracao no laboratério de Biologia Molecular do NUGEN.

Cada médico dos Servicos de Genética do NUGEN e do HUB que solicitou o
exame do SNP-array concordou em participar deste trabalho contribuindo, também,
com informacdes a partir da clinica e do prontuario do paciente, incluindo tipo de
exame que detectou a alteracdo do CC e resultado do exame do caridtipo. Os dados
clinicos incluiam grau de comprometimento intelectual, presenca/auséncia de
dismorfias, presenca/auséncia de malformacdes, além de outras particularidades

clinicas. Quando necessario para complementar os achados fenotipicos dos
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pacientes, fotografias foram disponibilizadas pelos médicos colaboradores do
estudo. A identidade dos pacientes foi mantida andnima e apenas os médicos e 0s

responsaveis pela pesquisa tinham acesso as informagdes confidenciais.
4.2 ISOLAMENTO E QUANTIFICACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando kit comercial de extragao
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA), segundo as especificacdes do
fabricante. A concentracdo de DNA (ng/uL) existente em cada amostra foi
quantificada em um espectrofotdmetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific, EUA).

Todas as amostras foram armazenadas a -20°C.
4.3  ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRANJOS (CMA)

A técnica de CMA permite identificar microdelecfes ou microduplicacdes ou
perdas de heterozigose em milhares de sequéncias alvo do genoma humano. Esta
técnica utiliza como alvo de hibridagcdo um conjunto de sondas (oligonucleotideos),
com localizagcdo previamente conhecida nos cromossomos, organizados em alta
densidade em um chip de DNA (GeneChip®) (84, 85). A investigacéo da presenca de
alteracdes cromossdmicas submicroscépicas por CMA em pacientes com ACC foi
feita utilizando a plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA) e as
configuracdes disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System (Affymetrix,
EUA). Esta plataforma permite a detec¢cdo de CNVs por meio de microarranjos de
DNA formados por 550 mil sondas nao polimérficas para CNVs de regides codantes
e nao codantes do genoma humano, cobrindo uma distancia média de 4.1 Kb, e
cerca de 200 mil sondas de SNPs (Figuras 3a e 3b).

A producéo do GeneChip® desenvolvido pela Affymetrix envolve processos de
fotolitografia para sintetizar microarranjos de milhares de coépias de
oligonucleotideos (25 nucleotideos de comprimento) selecionados. Estes
oligonucleotideos, chamados de sondas, irdo constituir centenas de milhares de
diferentes células especificas chamadas features. Cada célula do chip tem um
tamanho de 5 x 5 micrdbmetros (um), e possui uma posi¢cdo bem determinada. Cada
SNP conta com 3 réplicas para cada alelo espalhadas em varias regides do chip

proporcionando medi¢cdes multiplas e independentes de cada regido gendmica,
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GeneChip da plataforma DNA de fita simples marcado
Affymetrix CytoScan array. it Diotias & librdada I y y \

Oligonulceotideos da sonda (25 b)

/S

Cada sonda contém milhares de copias
de um oligonucleotideo referente
a uma regido do genoma humano (hgl9)

Cerca de 750 mil sondas diferentes
complementares ao genoma humano (hg19)

(a) [magem captada pelo Scanner 3000 7G (Affymetrix) referente aos diferentes
niveis de fluorescéncia emitidos de acordo com as sondas hibridadas no GeneChip.

Sondas_
Média do intervalo entre as sondas = 4.127 pb Sequéncia do Genoma
Humano (hg19)

Affymetrix CytoScan™ 750k Array

Sensibilidade na detec¢do de CNVs =~ 21 kb
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Figura 3. (a) Nivel de organizacao e visualizacdo da reagdo de hibridacao com os oligonucleotideos
em microarranjos no GeneChip® da plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA). (b)
Representacdo esquematica do nivel de resolugcdo comparando as diferencas na cobertura da
densidade de sondas nas diferentes regiées do genoma no chip CytoScan®750k Array (Affymetrix,
EUA).
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aumentando a precisao, confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. Sendo
assim os GeneChip® contém centenas de milhares de sondas de DNA
individualizadas, que no seu conjunto representam todo o genoma humano incluindo
variac@es intragénicas correlacionadas.

O sistema todo inclui os oligonucleotideos pré-arranjados em GeneChip®,
conjunto de 38 reagentes diferentes, equipamentos para hibridacdo, lavagem,
coloragéo, leitura e visualizagdo dos microarranjos, e programa computacional
necessario para a identificacdo dos SNPs e das CNVs. Um diferencial desta
plataforma, é que € possivel analisar tanto o niumero de coOpias alelo-especificas
quanto os gendtipos de SNPs. Além disso, ela confirma independentemente as
CNVs com informacdes alélicas de SNPs. Tudo isso garante que tenha uma das
mais abrangentes e relevantes coberturas de genes constitucionais em um anico
array. Assim, hd uma cobertura de 100% dos genes constitucionais do ClinGen,
cobrindo ainda, cerca de 83% dos genes do OMIM e 80% dos mais de 36 mil genes
do RefSeq (NCBI Reference Sequence Database). Uma esquematizacdo de cada

um dos passos envolvidos na técnica esta representada na Figura 4.

lExtraq;éo do DNA genémicol 1 hora

'

Dia 1 - I Digestéo | 3 horas
Finaliza com 1
a Ligagdo
I Ligagao I 4 horas
I Amplificagdo por PCR | 3 horas
) 4rea de pré PCR
R e e e L LR T
p < drea de pés PCR
quadruplicata da PCR Fragmentagdo 2 horas
de cada amostra 1h
ora Eletroforese em gel de
frofafaf] ——
Dla 2 D[a 3 - Marcagao e Aplicagéo no GeneChip 6 horas
_ Eletroforese em gel de Comega com a s el s 3 0)
Comega com a PCR! l agarose a 2% Fragmentagdo i
e termina com a e termina com
Quantificagdo do . ~ P ibridaca: 16 - 18 horas
DNA purificado [ Purificagdo da PCR | 2 horas z:éi:;r:a;:ao . I Hibndacao |
l Dla 4 Lavagem, Marcagdo com 5
. ~ . g 3 h -L
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do chip e analise dos resultados 5
escaneamento de cada chip

Figura 4. Protocolo da plataforma Affymetrix® CytoScan® 750k Array, com o tempo aproximado para

a realizacdo de cada etapa.
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4.3.1 Preparacao do DNA gendmico

Seguindo os padrdes recomendados pelo fabricante quanto a estrutura de
trabalho, condi¢cdes e materiais utilizados foi dada sequéncia ao protocolo do SNP
array para a analise das amostras, que tem inicio com a normalizacdo da
concentracdo das amostras para 50 ng/uL de DNA diluido em Low EDTA TE buffer
(Affymetrix, EUA). Utilizou-se o protocolo estabelecido para um sistema de 16
reacoes contando com 14 amostras, um controle positivo (fornecido pela Affymetrix)

e um controle negativo.
4.3.2 Digestdo com Nsp |, ligagdo de adaptadores e amplificacao

Os DNAs dos pacientes e controles foram submetidos a digestdo em sitios
especificos com a enzima Nsp | (Affymetrix, EUA) para a obtencao de fragmentos de
DNA de tamanhos variados e posterior ligacdo de adaptadores com a T4 DNA
Ligase (Affymetrix, EUA), preparando a amostra para a amplificacdo através da
reacao da PCR.

Foi utilizada uma mistura de 5 yL de DNA (50ng/uL), 11,55 uL de &agua
ultrapura, 2,00 yL de tamp&o da Nsp | (10X), 0,20 pyL de albumina bovina sérica
(BSA) (100X) e 1,0ul da enzima Nsp | (10 U/uL). A seguir, a mistura foi colocada no
termociclador Veriti® (Life Technologies, EUA) por duas horas a 37°C e 20 minutos a
65°C. Os produtos da digestdo foram armazenados a -20°C até o proximo passo.

A seguir, foi realizada a ligacdo dos fragmentos de DNA aos adaptadores
especificos, com a mistura de 0,75 yL de adaptador Nsp | (50 uM), 2,50 pyL de
tampdao da T4 DNA Ligase (10X) e 2,00 uL da enzima T4 DNA Ligase (400 U/uL). A
mistura foi colocada no termociclador por trés horas a 16°C e 20 minutos a 70°C. Os
produtos da reagdo de ligacdo foram diluidos com 75uL de agua e foram
armazenados a -20°C até o proximo passo.

Foram feitas quadruplicatas das reacfes da PCR de cada amostra para
aumentar a quantidade do DNA gendmico. Os fragmentos de DNA ligados a
adaptadores Nsp | foram submetidos a reacdo da PCR com a utilizagdo de 39,5uL
de agua ultrapura, 10,0 L de tampdo da TITANIUM™ Taq (10X), 20,0 L de
reagente GC-Melt, 14,0 yL de mistura de dNTP’s (2,5mM cada), 4,5uL do iniciador
PCR Primer 002 (100 uM) (Affymetrix, EUA) e 2,0 uL da enzima TITANIUM™ Taq
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DNA polimerase (50X) (Clontech, EUA). As quadruplicatas, foram colocadas no
termociclador onde as reacdes tinham 1 ciclo de incubacdo a 94°C (3 minutos), 30
ciclos de 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos) e 68°C (15 segundos) e um
altimo ciclo de 68°C (7 minutos).

O produto da PCR foi visualizado em gel de agarose 2% em TBE 1X corado
com brometo de etidio (5mg/mL) submetido a um campo elétrico com voltagem
constante de 10V/cm, por 1h. Os fragmentos devem se apresentar como um arraste
entre 150 a 2000 pb, confirmando o sucesso da digestéo, ligacdo e PCR, permitindo
a sequéncia do protocolo. A imagem foi capturada utilizando o sistema de video-
documentacdo ImageMaster®vDS — Video-documentation System (Pharmacia
Biotech, EUA). Os produtos das PCRs foram armazenados a -20°C até o préximo

passo.
4.3.3 Mistura dos produtos das PCRs, purificacdo e quantificagéo

Os produtos das PCRs das quadruplicatas de cada amostra foram reunidos em
um unico tubo (volume final 397 uL) e os fragmentos de DNA foram capturados com
0 uso de esferas magnéticas (Affymetrix, EUA). Apds incubacado e centrifugacao, as
esferas magnéticas contendo fragmentos de DNA aderidos a sua superficie foram
selecionadas por forca magnética na MagnaRack™ (Life Technologies, EUA),
lavadas com tampéo da purificagéo (Affymetrix, EUA) e, finalmente, os DNAs eluidos
em tampao de eluicdo (Affymetrix, EUA) para um volume final de 47 pyL. O material
foi quantificado no espectrofotdmetro Nanodrop® 2000 (Thermo Scientific, EUA).
Para continuacdo do protocolo, cada amostra deve apresentar valores de
concentracdo de DNA = 3.0 pg/uL. Os produtos das PCRs purificados foram

armazenados a -20°C até o préximo passo.
4.3.4 Fragmentacao dos produtos das PCRs

Os produtos das PCRs inicialmente foram misturados com 10 yL do mix de
fragmentacdo que é cuidadosamente preparado com 123.5 uL de agua ultrapura,
158,4 uL de tampao de fragmentacédo 10x (Affymetrix, EUA) e 5,8 uL do reagente de
fragmentagao (2,5 U/uL). A mistura foi colocada no termociclador por 35 minutos a

37°C e 15 minutos a 95°C. A fragmentagao (volume final: 55 pL) foi observada pela
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presenca de um arraste entre 25 e 125 pb em eletroforese em gel de agarose 4%
em TBE 1X corado com brometo de etidio (5mg/mL) submetido a um campo elétrico
com voltagem constante de 10 V/cm, por 1h. A imagem foi capturada utilizando o
sistema de video-documentagcdo. Os fragmentos obtidos foram armazenados a -

20°C até o proximo passo.
4.3.5 Marcacdo do DNA fragmentado com biotina

A marcagcdo das amostras foi realizada com a mistura de 51 yL do DNA
fragmentado e 19,5uL da mistura de marcagdo formada por 14,0 yL de tampéo
Terminal deoxynucleotidyl Transferase (5X), 2,0 yL de reagente de marcacao de
DNA 30 mM (biotina) e 3,5 pL da enzima TdT (30 U/ul). A mistura foi colocada no
termociclador por quatro horas a 37°C e 15 minutos a 95°C. O DNA marcado com

biotina foi armazenado a -20°C até o préximo passo.

4.3.6 Hibridacéao

Primeiramente foi preparada a mistura de hibridagdo com os tampbes de
hibridagdo parte 1 (165,0 L), parte 2 (15,0 L), parte 3 (7,0 pL) e parte 4 (1,0 pL),
mais 2,0 yL de OCR (Oligo Control Reagent, Affymetrix, EUA). Em seguida foi
realizada a mistura de 70,5 uL de DNA biotinilado e 190 uL da mistura de hibridagao.
Esta mistura foi aguecida no termociclador a 95°C por 10 minutos e resfriada a 49°C
até o proximo passo. Ainda no termociclador, 200yl da mistura desnaturada foi
depositada imediatamente em cada um dos GeneChip® com os oligonucleotideos
pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA s&o incubados em forno de hibridacéo
(modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA) a 50°C durante 16 a 18 horas a
60 rpm. A figura 5 representa de forma esquematica as etapas de preparacdo da
amostra até a hibridacdo no chip.
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4.3.7 Lavagens dos GeneChip® e marcacao com fluoroforos

A lavagem e marcacdo dos GeneChip® foi realizada na estacdo automatizada
Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA) que foi previamente abastecida com o0s
tampdes de lavagem A e lavagem B (Affymetrix, EUA) mais agua ultrapura. Foram
preparados também os tubos separados contendo os tampdes de marcagédo 1 (500
pL), 2 (500 pL) e 800 pL de holding buffer (Affymetrix, EUA) que apresentam em
suas formulacdes os elementos essenciais (conjugado ficoeritrina-estreptavidina e
anticorpo anti-estreptavidina biotinilado) para a formagéo da fluorescéncia durante a
leitura dos GeneChip® com o laser.

'\/W\/\/\/-

DNA paciente s

/ Digestao por Nsp 7

S
—

—_—
————=

Ligagao dos iniciadores para a
enzima TITANIUM Taq DNA

/ polymerase (Clontech, EUA)
-
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— e
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— . —
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PCR
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Purificagdo por atragao
magenética

'/ﬂlarcag:éo com biotina nos nucleotideos
das extremidades do fragmento

Fragmentagdo com Affymetrix ,/ ‘
fragmentation reagent (DNAse) »

‘ Hibridagdo no GeneChip

Figura 5: Etapas envolvidas na busca por alterac6es cromossdmicas pela técnica de CMA utilizando
o sistema de hibridacéo da plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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Em seguida, os GeneChip® sdo retirados do forno de hibridacdo e,
imediatamente, colocados (oito por vez) na estacdo fluidica onde as sequéncias de
lavagens e marcagfes por fluoroforos dos microarranjos sdo automatizadas sob
controle do software Affymetrix GeneChip® Command Console® (AGCC) versdo
4.1.2 (Affymetrix, EUA).

4.3.8 Escaneamento dos GeneChip®, captacdo de imagens e anélise no
software Chromosome Analysis Suite 3.0 (Affymetrix, EUA)

Os chips com microarranjos foram colocados no GeneChip® Scanner 3000 7G
(Affymetrix, EUA), gerenciado pelo programa AGCC. A imagem dessa leitura pode
ser observada com o programa de visualizagdo Affymetrix GeneChip Viewer
(Affymetrix, EUA), onde também se podem verificar os controles positivos do sistema
de forma a se comprovar que as condi¢cdes de hibridacdo do microarranjo foram
adequadas.

Apés estes procedimentos, utilizando o software de andlise Chromosome
Analysis Suite (ChAS) versado 3.0 (Affymetrix, EUA) é possivel visualizar e analisar
as alterac6es cromossdmicas (duplicacoes, delecbes, CNVs, mosaicismo, perda de
heterozigosidade) ao longo do genoma de cada amostra. O programa é oferecido
gratuitamente no sitio do fabricante (www.Affymetrix.com) e trabalha com a interface
do Microsoft Windows 7 Professional® e Windows 8.1°. Ele permite converter e
normalizar os dados brutos obtidos dos diferentes niveis de fluorescéncia em cada
sonda hibridada no chip (formatados pelo GeneChip Viewer) em arquivos “.CEL”.
Estes, por sua vez, sao transformados pelo ChAS em arquivos “.CYCHP”, através da
combinacédo de algoritmos especificos, com os dados das fluorescéncias de cada
sonda, representando cada regido do genoma humano, disponiveis no banco de
dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (hgl9). Este sistema de
comparacado de hibridacdo sustenta a plataforma CytoScan® e contém informacées
atualizadas dos bancos de dados gendémicos Database of Genomic Variants (DGV),
OMIM e RefSeq.

Com isso, é possivel visualizar pelo ChAS os dados gendmicos resultantes da

analise da hibridacdo sumarizados em forma de tabelas, graficos e cariétipo do

o1



paciente juntamente com os dados (arquivos “.CNCHP”) da plataforma ao qual séo
comparados. O software permite, ainda, criar e customizar parametros e regides
para uma analise especifica, aplicar filtros para todo o genoma ou regibes de
interesse especifico para remover informagdes nao relevantes, realizar analises
comparativas entre diferentes amostras, além de acessar os principais bancos de
dados externos (NCBI, UCSC Genome Browser, Ensembl, OMIM). Além disso, os
resultados podem ser comparados com as alteracbes gendmicas e fenotipicas
disponiveis no DECIPHER. Com todo este conjunto de ferramentas da
bioinformética disponiveis, a habilidade do pesquisador é que vai permitir buscar e
compreender as alteragbes de relevancia clinica dentre a grande quantidade de
dados, normalmente, gerados pelo array. Todo este procedimento leva de 4 a 5 dias
para ser concluido. Uma esquematizacao destes Ultimos passos esta representada
na Figura 6.

Para a andlise dos dados gerados pela hibridacdo do genoma dos pacientes
foram estabelecidos filtros de 30 sondas (aproximadamente 120 Kb), para detectar
duplicacbes cromossbmicas, e 15 sondas (aproximadamente 60 Kb) para detectar
as delecdes (inclusive em mosaico), seguindo recomendacdes do fabricante. Os
dados genbmicos sé foram analisados apds terem passado pelos controles de
gualidade do software. Todas as alteraces no numero de cépias registradas pela
filtragem foram rigorosamente analisadas e os ruidos (alteracdes encontradas em
regides cobertas por menos de 75% de sondas) foram descartados deste estudo.

A plataforma CytoScan®Array da Affymetrix utilizada neste estudo difere das
metodologias utilizadas na primeira e segunda geracdo de arrays com aplicacao na
Genética Molecular. O conceito experimental envolvia a comparacdo do padréo de
hibridacdo da amostra estudada com outra amostra controle. Naqueles sistemas, 0
padrdao da fluorescéncia resultava da hibridacdo competitiva entre as amostras, o
que refletia as diferencas quantitativas (duplicagcdes ou dele¢des) ao longo do
genoma. No caso da plataforma utilizada aqui, a comparacéo ocorre entre os dados
da fluorescéncia da amostra testada no GeneChip® com aqueles depositados no
banco de dados NetAffx® Genomic Annotation file NA33.1 (hg19) desenvolvido para
a plataforma. Este por sua vez contém os dados dos mais de 750 mil marcadores
genéticos (aproximadamente 500 mil para CNVs somados aos cerca de 250 mil para

SNPs) obtidos da analise de 96 individuos normais e 284 linhagens celulares
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Aplicagdo do produto do DNA da amostra, fragmentado e biotinilado
no chip para hibridagédo.

Forno para reagdo de hibridagdo no chip entre a amostra e a sonda.

Estagdo de lavagem e marcagdo das sondas hibridadas com fluordforo.

Escaneamento a laser das fluorescéncias emitidas pelas sondas
hibridadas no chip.

Computador com software para leitura e analise da qualidade do
escaneamento do chip. A partir dai o o arquivo .CEL gerado para a
analise sera utilizado pelo software ChAS para visualizagdo dos
dados citogendémicos da amostra.

Visualizagao pelo software ChAS verséo 3.0
(Affymetrix, EUA) dos dados citogenémicos
produzidos a partir do arquivo .CEL gerado
pelo escaneamento do chip.

Figura 6. Esquema geral das etapas e dos equipamentos utilizados para a reagdo de CMA
envolvendo as etapas da hibridacdo, lavagem, marcacado, escaneamento, leitura e andlise dos dados
do GeneChip® da plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA).
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referenciadas do HapMap. O desempenho robusto da plataforma CytoScan®Array
permite uma ampla cobertura do genoma e confiabilidade nos dados obtidos.

Apés todas estas andlises, a CNV encontrada pode ser classificada como
patogénica, ou possivelmente patogénica, ou benigna ou de significado clinico
desconhecido. Foram coletadas informacdes como: tipo (delecdo ou duplicacéo),
extensdo da CNV, numero de copias envolvidas, cromossomo e banda
cromossbmica, tamanho e ndmero de marcadores e genes envolvidos nas
alteracoes.

Para investigar a presenca de microrrearranjos cromossOmicos que possam ter
correlacdo etiolégica com a ACC e outras malformacdes associadas, somente
consideramos para andlise os resultados obtidos que apresentaram valores dos
indicadores de qualidade do experimento proximos ou de acordo com o0 que é
indicado pelo fabricante para uma analise consistente e confiavel dos dados.

Os valores dos controles de qualidade MAPD (Median Absolute Pairwise
Differences) e SNPQC (Single Nucleotide Polymorphism quality control)
representam, respectivamente, uma medida global da variacdo de todas as sondas
do array ao longo do genoma, através da distribuicdo das mudancas, em uma escala
logaritimica, entre sondas adjacentes polimoérficas (SNP) e ndo polimérficas (CN) e
uma medida do nivel de qualidade da genotipagem dos alelos nos dados do array
sendo obtido a partir da perspectiva das sondas polimorficas (SNP). Outro controle
de qualidade utilizado da reacdo é o Waviness-SD (Waviness standard deviation),
que representa a medida global da variacdo das sondas do array que sao
insensiveis as variacfes de pequena amplitude e focadas nas variacdes de longa
amplitude.

Os valores indicados pela Affymetrix devem ser iguais ou superiores a 15 no
SNPQC, e iguais e inferiores a 0,25 no MAPD e 0,12 no Waviness SD. Esses
valores sdo fornecidos apds analise pelo ChAS 3.0 dos dados fornecidos pelo
escaneamento do chip hibridado. No entanto, para os propdésitos deste estudo e
utilizando a plataforma 750k, foram considerados de acordo com o0s parametros
recomendados pelo FDA (United States Food and Drug Administration) para este
tipo de array e com propositos de investigacdo de alteracbes genbmicas em
humanos (disponivel em
http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/K130313.pdf), os resultados que

apresentaram valores de SNPQC iguais ou superiores a 12 e os resultados de
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MAPD e Waviness-SD iguais ou inferiores a 0,25 e 0,12, respectivamente, contudo
sem perder a consisténcia e a confiabilidade das analises. Vale lembrar, utilizou-se
no ChAS um filtro de selecdo envolvendo, no minimo, 30 sondas consecutivas para

as duplicacdes e 15 sondas consecutivas para os fragmentos deletados (Figura 7).
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Figura 7: Vista geral da tela do software de analises ChAS v.3.0 (Affymetrix, EUA) apds o
processamento dos dados da CMA de uma amostra, evidenciando na parte superior o carioview, com
0S cromossomos humanos enumerados e com as citobandas correspondentes, na parte inferior a
representacdo das sondas hibridadas no chip. A esquerda, as coordenadas e os parametros utlizados
para a andlise da amostra. A direita, a representacdo da estrutura detalhada do cromossomo
selecionado para andlise, com os dados citogendmicos da alteracdo encontrada no DNA do paciente
evidenciados na parte inferior. As CNVs que envolvem ganho numérico de segmentos cromossomais
séo representadas por barras de cor azul e as que envolvem perda numérica estdo registradas por
barras de cor vermelha. Por se tratar de um SNP-array, € possivel detectar outras alteracfes

cromossémicas como a perda de heterozigose (LOH), registradas com barras de cor violeta.

Neste estudo, as CNVs encontradas em cada paciente foram comparadas com
as CNVs de mais de 2.800 amostras controles normais depositadas no banco de
dados de grupos controle fornecido pelo fabricante para a plataforma do ChAS,
somando-se a comparacdo com as informacdes fornecidas pelos principais bancos
de dados publicos, como OMIM, RefSeq, DECIPHER e DGV. Assim é possivel
pesquisar se as alteracdes encontradas atraves do exame de CMA, somadas as

caracteristicas clinicas, foram descritas (ou ndo) em qualquer parte do mundo, e
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ainda, se sao sindromes bem validadas e conhecidas (ou nédo). Com as
coordenadas gendmicas da CNV fornecidas pela CMA é possivel no UCSC Genome
Browser, por exemplo, confirmar o tamanho da alteracdo, os genes envolvidos, além
de permitir acesso aos casos semelhantes descritos ou no banco de dado de
alteracdes normais (DGV) ou nos bancos que registram as CNVs patogénicas
(ClinGen, DECIPHER, CAGdb). Com isso, torna-se possivel verificar informacdes a
respeito do fenotipo de outros individuos com a mesma alteracdo ou alteragcéo
semelhante, se a alteracdo ja foi descrita como patogénica ou como variante
benigna, a relacdo dos genes afetados pela CNV com doencas genéticas
conhecidas, e se a CNV é objeto de interesse em outros grupos de pesquisa.
Consideram-se ainda, nesta andlise, as informagfes clinicas e fenotipicas do
paciente.

Apos esta etapa, pesquisam-se dados na literatura a respeito dos genes ou das
regibes gendmicas envolvidas para, se possivel, encontrar a relacdo causal entre a
funcdo dos mesmos com o tipo de variacdo encontrada e o fendtipo clinico
verificado. Para isso, verificam-se dados disponiveis sobre sensibilidade a dosagem
(superexpressao ou haploinsuficiéncia) do gene, sobre as mutacdes ja descritas e
seu envolvimento com patologias humanas. Caso as altera¢cdes ndo possuam algum
carater patogénico associado entdo a solugdo € buscar na literatura informacdes
sobre a regido e/ou genes envolvidos. E mais, para ndo fugir do escopo deste
estudo, os resultados referentes somente as LOHs ndo foram considerados nas
andlises, uma vez que seria necesséria a realizacdo de outros testes moleculares,
tais como sequenciamento génico, para confirmacéo das hip6teses que, geralmente,
estdo relacionadas com mutacéo pontual recessiva em algum gene critico da regiao

homozigota.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZAGAO DA POPULAGCAO ESTUDADA E ANALISE DAS
ALTERACOES CLINICAS DOS PACIENTES

Neste estudo, foram investigadas por CMA 54 amostras referentes aos
pacientes que concordaram em participar da pesquisa e que foram atendidos pelos
Servicos de Genética do NUGEN da SES-DF e do HUB na UnB, dos quais 51%
eram do sexo masculino e 49% do sexo feminino. A maioria dos casos (78%) tém
idade < 5 anos, e sdo provenientes de cidades do Distrito Federal e Entorno que
abrange os estados de Goias e Minas Gerais, além de alguns casos provenientes
dos estados do Maranh&o, Bahia e Paraiba.

O principal critério clinico para solicitacdo do exame de CMA foi que
apresentassem quadro de ACC completa ou parcial (DCC ou Hipoplasia do CC)
associado com ADNPM e/ou DI, sem caracterizacdo de sindrome genética definida
e/ou com alguma malformacéo estrutural. Nestes 54 pacientes, a ACC completa
estava presente em 44% dos pacientes enquanto a DCC e a Hipoplasia do CC em
31% e 24%, respectivamente. O cariotipo normal foi confirmado para 72% do total
de casos. Dentre os diversos achados clinicos relatados, os mais prevalentes foram
dismorfias faciais (96%), ADNPM e/ou DI (80%) e anomalias oftalmoldgicas (78%)
(Tabela 1).

Cada vez mais a prética clinica se beneficia dos resultados oferecidos pelos
avancos da CMA que, por sua vez, possui aplicacdo cada vez mais ampla nas
diversas areas que envolvem o diagnéstico médico. Neste contexto, tornam-se
importantes 0s progressos alcancados no campo da investigacdo dos rearranjos
submicroscopicos, visto que estas alteracfes podem estar envolvidas na complexa
etiologia das malformacgdes estruturais e ADNPM (140).

A adocdo da CMA, seja CGH array ou SNP-array, como primeira estratégia de
investigacdo de alteracdes cromossdmicas submicroscépicas ganhou forca nos
ultimos anos por conta da maior eficiéncia e dos beneficios trazidos comparados as
técnicas tradicionais (28,29). Como a CMA néo requer conhecimento prévio de
regides especificas dos cromossomos, entdo tem a vantagem de poder ser utilizada

no rastreamento por rearranjos cromossémicos desconhecidos (28,141).
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Tabela 1 — Principais alteracdes clinicas descritas nos pacientes estudados.

Alteracéo clinica N° de individuos Porcentagem
ACC completa 24 44%
DCC* 17 31%
Hipoplasia do CC* 13 24%
ADNPM* 34 63%
DI* 10 18%
Convulsbes 16 29%
Dificuldade na fala 18 33%
Dificuldade motora 26 48%
Dificuldade no aprendizado 25 46%
TEA* 3 5%
Dismorfias faciais 52 96%
Anomalias oftalmolégicas 42 7%
Anomalias auditivas 10 18%
Anomalias Cardiorespiratorias 16 29%
Anomalias Genitourinarias 12 22%
Dismorfias de membros e/ou 42 77%

tronco

*ACC = Agenesia do Corpo Caloso, DCC = Disgenesia do Corpo Caloso, CC = Corpo Caloso, ADNPM = Atraso no

Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI = Deficiéncia Intelectual, TEA = Transtorno do Espectro Autista

A taxa de deteccdo da CMA depende da plataforma utilizada, da cobertura e da
densidade das sondas, do processo de selecdo e do espectro fenotipico dos
pacientes analisados. Neste sentido, estudos nos ultimos anos apresentaram
diferentes taxas de diagndstico com valores variando entre 7% a 20% (28, 31, 32).
A adocdo da CMA como primeiro exame no diagndstico clinico de individuos com
ADNPM ou anomalias congénitas ganhou forca apds a publicacdo de um estudo
consenso onde se estabeleceu que a analise do cariétipo por banda G deveria ser
reservada para pacientes com sindromes cromossodmicas Obvias, com histérico

familiar de rearranjos cromossdmicos ou de multiplos abortamentos. Além disso, a
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analise do cariotipo pés-CMA possibilitaria verificar a existéncia de translocacdes
balanceadas que estaria presente em 0,3% dos pacientes (29).

Dificuldades na implantacdo desta estratégia incluem o complexo
desenvolvimento dos arrays e dos softwares de analises, a integracdo a rotina dos
diagnésticos clinicos, a padronizacdo, os niveis de qualidade das diferentes
plataformas, a possibilidade de resultados falsos positivos, além do suporte clinico e
laboratorial necessérios para interpretacdo correta dos resultados, e constituem o
principal desafio para a maioria dos servi¢cos publicos de saude. Felizmente, a maior
diversidade destes exames e 0 maior acesso dos pacientes e profissionais da saude
a estas novas tecnologias, permitiram diminuir os custos e viabilizar a triagem de
pacientes nos centros de referéncia em saude (141).

Apesar de todos os esforcos, aproximadamente 60% dos casos de DI
permanecem com a etiologia genética desconhecida (16). Aberracdes citogenéticas
visiveis ao microscépio (incluindo aneuploidias, dele¢cdes grosseiras, inversbes e
rearranjos) estao presentes em 15% dos casos (7), CNVs detectadas por CMA
explicam outros 15% (27), mutacBes de ponto e pequenas insercdes e delecdes
(indels) sdo encontradas em mais de 90 formas ligadas ao X, as quais somam
aproximadamente 10% dos casos (12). Defeitos epigenéticos envolvendo a
metilagéo foram identificados em alguns casos raros, e sdo conhecidos mais de 100
genes autossémicos e ligados ao X envolvidos nas formas ndo sindrémicas de DI
(12, 142). Uma das muitas razdes que dificultam esse processo de investigacdo da
DI esta na sua grande heterogeneidade genética e fenotipica.

Muitos casos de DI ocorrem por causa de mutacdes de novo, sejam elas CNVs
ou mutacBes de ponto em Unico gene, conforme sugerido pelos estudos de Vissers
e colaboradores (6) e Need e colaboradores (143). No entanto para os casos de DI
idiopatica familiar e, em algumas sindromes associadas com CNVs (ex: Sindrome de
Aicardi — MIM #304050), a complexidade genética aumenta e ainda nao foram
estabelecidos estudos consensos que explicam por completo os fenémenos
envolvendo padrées de segregacdo ndo mendelianos, expressividade variavel e
penetrancia incompleta (144,145).

Siggberg e colaboradores (106) verificaram que CNVs com relevancia clinica
estdo presentes em 18% dos individuos com DI e/ou dismorfias associadas,
incluindo portadores de Sindromes que sdo caracterizadas pela ACC.

Recentemente, em um estudo realizado no Centro-Oeste do Brasil com pacientes
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que tinham DI e cari6tipo normal, verificaram por meio do SNP-array que 22% das
CNVs encontradas eram patogénicas, 28% aparentemente tinham patogenicidade e
50% tinham significado clinico desconhecido (146).

A maioria das sindromes genéticas associadas com ACC possuem diversas
caracteristicas neurolégicas e neuroanatdémicas as quais servem para definir desde
um quadro ndo sindrémico de DI mais leve até um nivel onde o paciente possui DI
grave com anormalidades neuroanatdbmicas e malformagdes congénitas. Dentre os
sintomas clinicos compartilhados por estas sindromes genéticas com ACC incluem,
em particular, anormalidades oculares e anomalias da linha média incluindo
hipertelorismo, fenda labio palatina, anomalias cardiacas congénitas, e anomalias
urogenitais (34). Alguns destes aspectos clinicos também foram compartilhados
pelos pacientes com anomalias do CC do presente estudo (Tabela 1). Alguns
fatores podem ter contribuido para que alguns sinais clinicos tenham sido
subnotificados: heterogeneidade da analise clinica das caracteristicas fenotipicas
dos pacientes realizada pelos médicos geneticistas, anamnese incompleta ou
inadequada dos pacientes, ndo envolvimento de médicos (ex; neuroradiologista ou
neurologista pediatrico) de outras especialidades no auxilio dos exames de
neuroimagens, auséncia de exames complementares disponiveis.

Embora o principal critério de inclusdo do paciente no presente estudo seja ter
alguma anomalia do CC acompanhado de alguma malformacédo (ADNPM e/ou DI,
anomalias congénitas) que indicasse um quadro sindrémico para ser analisado por
CMA, verificou-se que, na verdade, houve a indicacédo e inclusdo de uma grande
diversidade de alteracdes fenotipicas que, além da ACC presente, forma um
apanhado geral dos principais critérios sugeridos na literatura para a indicacao
clinica de estudos por CMA e estudos da etiologia da ACC e/ou DI. Em dois estudos
onde o critério de inclusdo dos pacientes foi revisado por um clinico geneticista e por
estudos cromossomicos, identificaram causa sindrOmica ou cromossomica em 33%
(62) e 39% (45) dos casos.

Neste estudo foram contemplados os critérios indicados por Miller e
colaboradores (29) para o uso da CMA como teste inicial para investigagdo clinica
em individuos com deficiéncias do desenvolvimento ou anomalias congénitas, pois
0s pacientes apresentavam alteragbes do CC com fenoétipos associados que
sugeririam a presenca de alteragdes genéticas envolvendo CNVs e/ou SNPs que

nao seriam detectados pelo cariétipo tradicional.
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No presente estudo, de acordo com os registros clinicos dos pacientes, as
dismorfias faciais estavam presentes em 96% dos casos, seguidos por anomalias
oftalmolégicas e dismorfias de membros e/ou tronco com 77% cada (Tabela 1).
Comparativamente, em outro estudo constatou-se que as principais indicacdes
clinicas para realizacdo do exame de CMA, em individuos que nao foram
diagnosticados com uma sindrome definida, sd&o ADNPM seguido por
comprometimento intelectual e pela presenca de dismorfias (147).

Um numero significativo de pacientes pode apresentar CNVs de significado
desconhecido ao diagndstico, por isso que quanto maior for a CNV e o numero de
genes nela envolvidos, mais provavel que seja a causa direta da doenca (29). Outro
ponto importante € que, desconsiderando algumas excecdes, dele¢cdes sdo muito
mais impactantes no fenétipo do que as duplicacbes (29). Por outro lado, CNVs
herdadas de pais fenotipicamente normais sdo menos provaveis de serem a causa
dos sintomas clinicos apresentados do que uma CNV de novo. E mais, CNVs de
grande tamanho podem, ocasionalmente, serem benignas (148) e CNVs herdadas
de pais ndo afetados podem estar associadas com penetrancia incompleta ou
expressividade variavel, causando alteracdes patolégicas no probando, mas nédo no
genitor (149).

Considerando-se todos os 54 pacientes analisados, verifica-se que a taxa de
diagnéstico de CNVs patogénicas ou potencialmente patogénicas por CMA, na
presenca de anomalia no CC, foi de 24% (13). A Tabela 2 mostra a relacdo das
alteracdes clinicas apresentadas pelos pacientes que obtiveram diagndsticos
favoraveis para a anomalia do CC. Os achados clinicos que obtiveram maior taxa de
diagnéstico sdo ACC parcial (41%), DI (30%), dificuldade no aprendizado e
anomalias oftalmoldgicas com 28% cada e dificuldades na fala com 27%.

A maioria dos casos que envolvem ACC possuem fatores genéticos envolvidos
(40). Estudos ja reportaram que 30-45% dos casos de ACC possuem causas
identificaveis e que, aproximadamente, 10% possuem anomalias cromossdmicas e
0s outros 20-35% possuem sindromes genéticas conhecidas. Entretanto, se forem
considerados apenas os casos com ACC completa a quantidade de pacientes com
sindromes conhecidas diminui para 10-15% e, entdo, 75% dos casos nao possuem

uma causa conhecida (34, 40, 62).
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Tabela 2 — Taxa de diagnostico da CMA por alteracao fenotipica dos pacientes com

anomalias do CC e outras malformacdes associadas.

. NC de N° de pacientes com CNV Taxade
Alteragdes clinicas* acientes patogénica ou diagnostico
P otencialmente patogénica (%)

DCC* 17 (31%) 7 41

ADNPM* 34 (63%) 6 17

Convulsdes 16 (29%) 3 18

Dificuldade

26 (48%) 6 23
motora

TEA* 3 (5%) 0 0

Anomalias

oftalmolégicas 42 (77%) 12 28

Anomalias

0,
Cardiorespiratérias 16 (29%) 3 18

Dismorfias de membros
e/ou tronco

42 (77%) 11 26

*Um mesmo individuo pode apresentar mais de uma alteragéo.
*CC = Corpo Caloso, ACC = Agenesia do CC, DCC -= Disgenesia do CC, ADNPM = Atraso no Desenvolvimento
Neuropsicomotor, DI = Deficiéncia Intelectual, TEA = Transtorno do Espectro Autista
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5.2  ANALISE E CLASSIFICACAO DAS CNVS ENCONTRADAS

A CMA revelou que 68% dos individuos analisados apresentavam em seus
genomas apenas CNVs benignas ou ndo causais, que sao aquelas encontradas em
individuos controles normais descritos no DGV (150). Esse valor é superior ao de
pacientes com CNVs raras, uma vez que as CNVs sdo comuns no genoma humano.
O resultado da CMA nesses pacientes foi considerado normal. O restante dos
pacientes (32%) apresentou em seus respectivos CMAs pelo menos uma CNV que
foi analisada quanto aos possiveis mecanismos de heranca e potencial patogénico.

Realizamos a CMA nos genitores de 59% (10) dos pacientes que tinham CNVs
ndo descritas no DGV. Sendo assim, por meio da CMA foi possivel comprovar que
em 50% dos individuos as altera¢cdes numéricas encontradas eram de novo (Tabela
3). Somando-se a estas analises, a obtencao do resultado do cari6tipo por banda G
dos genitores referentes a dois pacientes permitiu determinar também a origem
genética da alteracdo encontrada no array.

Do total de individuos com CNVs ndo descritas no DGV, 64% apresentaram
somente microduplicacbes e/ou microdelecdes que ndo poderiam ser detectadas
pelas técnicas tradicionais de cariotipo, enquanto os outros 36% dos casos
apresentaram translocacdes ndo balanceadas que sdo visiveis a Citogenética
convencional (Tabela 4).

O rendimento observado no presente estudo é maior do que o observado em
outros estudos na literatura (56, 151), possivelmente, em virtude do grupo de
pacientes reunidos ser relativamente menor e por causa da maior resolucdo da
plataforma utilizada aqui. Porém, ainda assim, foi suficiente para reforcar a
informacéo de que o rendimento diagndstico da CMA para casos de ACC, ADNPM
elou DI, e outras malformacgbes associadas de causa desconhecida € superior ao
gerado por metodologias de citogenética convencional. A origem genética das CNVs
encontradas pela CMA em cinco dos pacientes (29%) com CNVs raras ndao puderam

ser verificadas por motivos variados.
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Tabela 3 — Numero de pacientes correlacionando com o tipo e a origem da CNV

encontrada por meio da CMA.

N° de CNVs herdadas
Pacientes
N° de com De. De. CNVs de
Pacientes genitores origem | origem CNVs origem
analisados analisados paterna | materna de novo desconhecida

Somente
CNVs 37 - - - - -
benignas
CNVs néao
descritas no 17 12 2 4* 6** 5
DGV
Porcentagem 100% 70% 17% 33% 50% 29%

* Um paciente com translocagéo balanceada teve a origem materna da CNV confirmada no cariétipo por banda G.

** Um paciente com delec&o teve a origem da CNV confirmada apenas no cariétipo por banda G.

Tabela 4 — Numero de pacientes em relacédo ao tipo, tamanho e origem das CNVs

gue néo estao descritas no DGV encontrada por meio da CMA.

N° de CNVs
pacientes  Porcentagem de novo Porcentagem
Microduplicagéo (< 5Mb) 4 23% 1 25%
Microdelegéo (< 5Mb) 7 41% 3 43%
Duplicagédo (>5Mb) 0 0% 0 0%
Delegao (>5Mb) 3 18% 2 66%
Translocag¢do ndo 3 18% 0 0%

balanceada*
* Resultado confirmado no cari6tipo por banda G.

Observaram-se alteracdbes em 13 dos 24 cromossomos humanos, sendo
encontradas CNVs mais frequentemente no cromossomo 3 (trés individuos com
alteracdes), e nos cromossomos 6, 11, 16 e X (dois individuos cada). Outros
cromossomos como o 1, 4, 5, 8, 10, 13, 21 e 22 apresentaram apenas um individuo
cada. Por outro lado, os cromossomos 2, 7, 9, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 20 e Y néo
apresentaram alteracfes. Na Tabela 5 estdo listadas as informacfes a respeito

destas alteracdes presentes em cada cromossomo em relacdo aos pacientes.
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Tabela 5 — CNVs encontradas por meio da CMA relacionadas por cromossomo

classificadas por tamanho, paciente e origem genética.

Cromo CNVs
SSOmo Microduplicacéo Microdelecéo Delecéo Translocacgéo néo
(<5 Mb) (<5 Mb) (>5 Mb) balanceada
Paciente | Origem | Paciente | Origem | Paciente | Origem | Paciente Origem
1 ACC6 * - - - - - -
ACC36 *
3 i i HUBS  denovo i i ACC37 materna**
4 - - - - ACC20 * - -
5 - - - - - - ACC31 *
6 ACC28 paterna ACC42 materna - - - -
8 - - ACC22 de novo - - - -
10 - - - - - - ACC36 *
11 ACCl2 denovo ACC10 denovo - - - -
13 - - - - ACC37 materna**
16 HUB3 * ACC7 materna - - - -
21 - - - - ACC11 de novo - -
22 - - ACC38 paterna - - - -
X - - ACC33 * Accar 9 - -
novo
TOTAL
DE 4 2 7 6 3 2 3 1
CASOS

* N&o foi possivel rastrear a origem genética da alteragdo por CMA nos respectivos genitores.
** Resultado confirmado no cariétipo por banda G por envolver translocagéo balanceada na méae.

*** Resultado disponivel apenas no cariétipo por banda G.

No estudo realizado por O’Driscoll e colaboradores (61), levantou a existéncia
de 12 loci cromossomicos em 374 pacientes com ACC onde as anomalias ali
encontradas sdo consistentes para associar ao quadro de ACC, e pelo menos 30
outros loci recorrentes que podem conter genes que contribuem ou causam ACC.
No caso da ACC isolada fatores poligénicos parecem estar envolvidos e
correlacionados com modificadores genéticos e fatores ambientais. Uma das
alteracdes sugeridas (del 4p16.3) foi encontrada também em uma paciente de nosso
estudo, cujo fendtipo sindrébmico se enquadrava exatamente ao esperado para uma
CNV na regido gendmica critica para a Sindrome de Wolf-Hirschhorn (MIM:
#194190) (Tabela 6). Com tantas evidéncias favoraveis a necessidade de investigar
0S genitores para saber a origem do fragmento deletado ficou em segundo plano.

Salvo em alguns casos de CNVs que envolvem longos segmentos (acima de 2
Mb) e em casos de fenotipos tipicamente sindrémicos, € importante obter as

informacdes dos genitores e dos descendentes disponiveis para maior precisdo e
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confiabilidade dos resultados, ajudar na pesquisa de genes que afetam o
desenvolvimento e a saude humana, oferecer o suporte clinico necesséario para
identificacdo de novas sindromes genéticas e/ou ampliarem a informacdo sobre
sindromes conhecidas. Assim, esclarecer melhor a funcdo dos genes ou regides
gendmicas envolvidas contribui para aperfeicoar os cuidados meédicos e o0s

aconselhamentos genéticos para as familias afetadas (61).

5.3  ANALISE DAS CNVS RARAS

A Tabela 6 apresenta um detalhamento dos dados citogendmicos das CNVs
raras encontradas neste estudo, ou seja, alteracbes que ndo sao consideradas
polimorfismo benigno e, portanto, ja descritas no DGV. Ao todo foram registradas,
analisadas e interpretadas as dezenove CNVs raras encontradas ao longo do
genoma de dezessete pacientes diferentes (dez com CNVs patogénicas; trés com
CNVs potencialmente patogénicas; e quatro com CNVs VOUS) totalizando um
conjunto de alteracdes cujo tamanho varia desdel66 Kb até 49 Mb (incluindo trés
casos que envolveram translocac¢des ndo balanceadas).

Os pacientes com CNVs raras clinicamente relevantes, ou seja, CNVs
patogénicas, além da alteracdo do CC, possuem quadro clinico sindrémico e, em
alguns casos, caridtipo alterado confirmado apdés a analise por CMA. Nestes
pacientes as informacdes clinicas disponiveis permitem identificar sindromes com
dismorfias craniofaciais, sindromes com caracteristicas
neuroanatdbmicas/neurolégicas primarias, sindromes com fendtipos oculares
proeminentes, desordens do espectro das ciliopatias e até alteraces metabdlicas.
Por outro lado, as informacbes citogendmicas corroboram estes diagnosticos
clinicos e permitem atribuir a estes distlrbios genéticos uma correlacdo com as
anomalias do desenvolvimento da linha média, da interferéncia na migracdo e
especificacdo neuronal do CC, da alteracdo na regulacao da orientacdo axonal e da
degeneracdo da sinaptogénese, que determinam maior ou menor grau de

interferéncia no desenvolvimento e na estrutura do CC.
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Tabela 6 - Descricdo citogenética e interpretacdo quanto ao efeito fenotipico de todas as CNVs detectadas pela CMA, listadas por

Cromossomo, nos pacientes com anomalias do CC e outras malformagdes associadas.

: N° total N° de
Tipo de Banda Tamanho N° de Nomenclatura do de genes
CNV***  cromossdmica (Kb) sondas CMA morbidos

genes** (OMIM)

Cromossomo Origem Paciente Interpretacédo

arr[hg19]

1 dup 1p36.33 426 168 1p36.33p36.32(2,11 15 8 * ACC6
6,349-2,542,740)x3
arr[hg19]
3g13.2913.31(112,1
44,025-
115,504,240)x1
arr[hg19]

3 dup 3p26.3 21.471 6.404  3p26.3p24.3(61,891- 135 81 * ACC36 Patogénica
21,533,109)x3
arr[hg19]

3 dup 3026.32 19.398 5.985 3026.32(929(178,453 183 115 materna****  ACC37 Patogénica
,636-197,851,444)x3
arr[hg19]

4 del 4p16.3 5.441 1.772  4p16.3p16.2(68,345- 78 45 & ACC20 Patogénica
5,509,835)x1
arr[hg19]

5 dup 5p15.33 49.328 10.424  5p15.33¢g11.1(113,5 187 101 * ACC31 Patogénica
76-49,441,945)x3
arr[hg19]

6 dup 6915 214 68 6015(90,172,098- 3 1 paterna ACC28 VOUS
90,386,150)x3
arr[hg19]

6 del 6927 2.702 816 6027(168,211,952- 22 12 materna ACC42 Patogénica
170,914,297)x1
arr[hg19]

8 del 8gl12.1 3.438 1.024 8012.1(56,523,670- 21 15 de novo ACC22 Patogénica
59,961,677)x1
arr[hg19]

10 del 10926.3 4.444 1.113 10g26.3(130,982,03 41 19 * ACC36 Patogénica
5-135,426,386)x1

Potencialmen
te patogénica

3 del 3913.2 3.360 836 29 14 de novo HUBS Patogénica
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arrfhg19]
11p13 4.960 1.816 11p13p12(31,813,87 de novo ACC10 Patogénica
2-36,773,780)x1

arrfhg19]
16p12.2 16p12.2(21,740,199- HUB3 VOUS
22,431, 031|x3
arr[hg19]
21g11.2 7.387 1.508 21g11.2g21.1(16,11 de novo ACC11 Patogénica

5,678-23,502,590)x1

arr[hg19]
Xg21.1 Xg21.1(76,915,402- * ACC33 VOUS
76,946,445)x1

* Dados ndo disponiveis.

** NUmero total de genes envolvidos nas alteragdes cromossdmicas.

***del = delecdo; dup = duplicacdo.

**% Resultado confirmado no cariétipo por banda G por envolver translocagdo balanceada.
*+kApenas disponiveis os dados do cariétipo por banda G dos pais.
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Ao invés de uma Unica via genética relacionada a ACC existem diversas
interacdes complexas entre mdultiplos genes. Consequentemente, atualmente ja
foram listados o envolvimento mais de 100 genes humanos, € um namero ainda
maior em cobaias, e mais de 200 sindromes genéticas associadas com ACC listadas
no banco de dados do OMIM (40,61). A maioria destas condi¢cbes possuem
fenotipos variados e caracteristicas clinicas neuroanatébmicas e comorbidades que
podem variar entre os individuos de uma mesma familia ou entre familias (48).

Diferentes tipos de resultados clinicamente relevantes foram obtidos através
dos exames de array. As propostas de interpretacdo do significado clinico e
fenotipico das CNVs encontradas neste estudo seguem as sugestbes feitas por
diferentes autores (26,128-130). Das CNVs consideradas causativas dos fenétipos
analisados, observa-se que nenhuma alteracdo foi recorrente em nossa amostra
sugerindo assim a natureza ampla e heterogénea da etiologia genética das
anomalias do CC.

Neste estudo, 76% dos individuos, que tiveram suas CNVs classificadas como
patogénicas ou potencialmente patogénicas, apresentaram uma Unica alteracdo que
foi suficiente para determinar ou associar a patologia. O que normalmente determina
a patogenicidade de uma CNV é a regido afetada, o(s) gene(s) envolvido(s), o
tamanho do fragmento alterado, se € microdele¢céo ou microduplicagdo (122).

No grupo dos dez pacientes com CNVs patogénicas foi possivel observar
pacientes com fendtipos sindrébmicos decorrentes de translocacdes nao
balanceadas, observadas posteriormente ao cariotipo, com alterages que envolvem
grandes segmentos cromossOmicos, variando entre 7,3 Mb e 49 Mb, e
comprometendo muitos genes relevantes nos cromossomos em que estdo
presentes: uma paciente (ACC31) com um trissomia do brago curto do cromossomo
5 que foi translocado para o cromossomo 15; um paciente (ACC36) caracterizado
clinicamente pela Sindrome Alcodlica Fetal, com translocacao ndo equilibrada entre
segmento do braco curto do cromossomo 3 e porcao distal do braco longo do
cromossomo 10 definindo uma t(3;10); e um paciente (ACC37) com suspeita clinica
para Sindrome de Fryns (MIM #229850) com uma t(3;13) causada por uma
duplicacdo da parte distal do braco longo do cromossomo 3 e uma dele¢édo no bracgo
longo do 13 (Tabela 7).

Neste estudo foi encontrado maior numero de microdelecfes, mais provaveis

de serem causadoras de wuma alteragcdo fenotipica, comparado ao de
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microduplicacbes, mais comum no genoma humano. Segundo Battaglia e
colaboradores (102), duplicacdes geralmente causam um fendtipo mais leve,
possibilitando que ocorram em maior nimero em virtude de seu progndstico
favoravel. E ainda, no caso das duplicacbes existem mecanismos adicionais que
possibilitam manter a homeostase no caso de producdo excessiva de um RNA ou
uma proteina, como promover a eliminacdo acelerada via degradagédo ou exocitose
do RNA e/ou proteina produzidos em excesso (152)

No entanto, um fator a ser levado em conta sdo 0s genes sensiveis a dosagem
na expressao e que nao possuem mecanismos regulatérios para compensar o efeito
de dose exercido por uma dele¢cdo ou duplicagcdo. Outro mecanismo que pode
contribuir para uma maior patogenicidade das delecbes € a possibilidade da
combinacéo da delecdo do alelo de um gene com outro homélogo disfuncional por
mutacdo ou por imprinting que causa uma condicdo autossdmica recessiva. Por
isso, a ativacdo ou inativacdo significativa de um ou mais genes sensiveis a
dosagem € um dos fatores que determina o impacto que a CNV tem sobre o fenétipo
e/ou anomalias fenotipicas, e dificulta a interpretacdo de CNVs consideradas
benignas quando a delecdo contém genes causadores de doencas recessivas (152).

A CMA revelou um grupo de pacientes que apresenta grandes fragmentos
cromossOmicos deletados, como foi o caso da paciente (ACC41) que possui uma
delecdo terminal do braco curto do X de 13,4 Mb e suspeita clinica para Sindrome
de MIDAS (acronimo do inglés para Microphtalmia, Dermal Aplasia, and
Sclerocornea) ou das anomalias congénitas multiplas com defeito lineares de pele
(MIM #309801); uma paciente (ACC20) com suspeita clinica para Sindrome de Wolf-
Hirschhorn (MIM #194190) e delecdo de 5,4 Mb no braco curto do cromossomo 4; e
do paciente (ACC11) com uma delecédo de 7,3 Mb no braco longo do cromossomo
21. Quatro pacientes apresentaram microdelecdes que, pelo tamanho do fragamento
alcancado, possuem correlacdo direta com fendtipos incluindo a ma formacédo do
CC: uma paciente (ACC10) com indicacdo clinica para Sindrome de WAGR
(acrénimo do inglés para Wilms tumor, Aniridia, Genitourinary anomalies and mental
Retardation) MIM #194072 e delecdo de 4,9 Mb no brago curto do cromossomo 11;
um paciente (ACC22) que apresenta um delecdo de 3,4 Mb no braco longo do
cromossomo 8; uma paciente (ACC42) com delecao 6927 de 2,7 Mb; e, finalmente,
uma paciente (HUB5) que apresentou uma microdelecdo de 3,3 Mb em 3q13 e

suspeita clinica prévia para Sindrome de Kabuki (MIM#147920) (Tabela 7).
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Dentre o grupo das trés pacientes com CNVs potencialmente patogénicas, as
alteracdes envolvem genes e regides gendmicas que podem causar anomalias no
CC, dependendo do tipo do padrao de heranca génica envolvida: como é o caso de
uma paciente (ACC6) com uma microduplicacéo de 426 Kb em 1p36.33 (regido bem
descrita para Sindrome da delecéo de 1p36 - MIM #607872); uma paciente (ACC12)
cuja microduplicacdo de 166 Kb em 11p15.5 estd em uma regido com diversas
sindromes descritas que possuem correlacdo com as malformagbes do CC; e,
finalmente, uma paciente com microdelecdo de 1Mb em 22q11.21, cujo resultado da
CMA permitiu fundamentar a hipotese diagndstica da Sindrome de CEDNIK
(acrébnimo do inglés para CErebral Dysgenesis, Neuropathy, Ichthyosis, and
palmoplantar Keratoderma) MIM #609528 (Tabela 8).

Apesar do grande volume de informacbes geradas pelo SNP-array de alta
resolucdo, determinar o significado clinico das CNVs identificadas no paciente
depende do trabalho meticuloso, da expertise e do conhecimento do pesquisador.
Neste sentido, Miller e colaboradores (29) observaram que relatorios de CNVs
registradas por laboratérios clinicos diferentes indicam uma ampla variabilidade de
interpretacao.

Uma das vantagens da CMA de alta resolucao é a sua capacidade de detectar
microdele¢cbes, permitindo o diagndstico de doencas e/ou anomalias fenotipicas
causadas por poucos ou um unico gene, e identificar genes em que um alelo nédo
supre a copia deletada do outro provocando o aparecimento do fenétipo alterado e
permitindo obter o diagnéstico de haploinsuficiéncia (29). Além disso, um dos fatores
que mais contribuiram para a melhoria na taxa de diagnésticos nos exames de CMA
foi 0 aumento da resolucdo e a maior cobertura gendmica alcancada pelas novas
plataformas.

No grupo dos quatro pacientes com microdelecbes/microduplicagcbes sem
significado clinico conhecido, os tamanhos das alterag6es encontradas variam entre
31 Kb e 3,4 Mb. Apesar de serem alteracfes que ndo sao observadas na populacao
em geral, elas ndo possuem informacdes citogenémicas disponiveis sobre a regido
e/ou genes afetados suficientes para alegar a correlacdo com as malformacdes do
CC. Um paciente (ACC7) com uma (Tabela 9).
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Tabela 7 — CNVs patogénicas, detectadas por meio da CMA, em pacientes com anomalias do CC e outras malformacdes associadas,

listando os principais genes e/ou regido gendmica que sugerem correlagdo com as malformagdes do CC.

GENE / regiéo

Cédigo L Resultado da CMA . Tamanho : Principais alteracfes
Paciente Sexo Idade CcC Cariétipo (hg19) Origem (Mb) C?(r)l:\j/:ldl\?)ta clinicas
ADNPM, Dis. faciais
2anose . , del 11p13p12 WT1 (607102), ’ :
ACC10 F 9 meses Hipoplasia 46,XX (31.813,872-36.773,780) de novo 4,9 PAX6 (194072) AQ, AC, AG, DM, DA,
Dis. membros
lanoe4 46,XY(del2 del 21911.2921.1 ; o
ACC11 M meses DCC 1)(q22) (16,115.678.23,502,500) de novo 7,3 NCAM2 (602040) Dis. faciais
2 anos e del 4p16.3p16.2 * Dis. faciais, AO,Conv,
Mo 5 9 meses bl BN (68,345 — 5,509,835) = e DF, DM, DA
* del 8g12.1 Regido 8g12 Dis.faciais, AO, AA,
ACC22 M 6meses bcc (56,523,670-59,061,677) € NOVO 3.4 (15 genes) Conv, Dis. membros
46,XX,der( dup 5p15.33g11.1 Regido 5p15.33 , " )
ACC31 F  2meses  ACC  5{(5:15)(ql  (113,576.49,441945) * 49,3 (101 genes) DS, (BN, (0, (DI,
2:q1?) membros
dup 3p24.3p26.1 214 CREN (609262) < faciai )
* (61,891- 21,533,109) . ’ , Dis. faciais, Dis.
ACC36 M 7meses  DCC del 10426.3 s SETD5 (615743)  membros
(130,982,035-135,426,386) '
dup 3¢26.33-g29 193 SOX2 (184429)
~ 46, XY, (178,453,636-197,861,444)  materna ’ Dis. faciais, Dis.
Ao M SIS acs der(13) del 13931.1g34 t(3;13)** 31,3 NZAICL:éI\(IG%:%lOlZE,?Q membros
(83,591,362-114,970,605) ( )
46,X,del(X) del Xp22.2-p22.33 * ADNPM, Dis. faciais,
ACC41 F 12 anos ACC (p22.1) (168,551-13,577,093) 13.4 HCCS (309801) DF, DA,Dis.membros
1anoe . . 46,XX(9gh” del 6027 ADNPM, Dis. faciais,
ACC42  F 15 eces HiPOPlasia (168211952170 914,207 MAteMa 2.7 ERMARD (615532)  pe pwm, DA
HUBS F  1lanos  DCC  46XX del 313.2-q13.31 4o 15y 33 GAP43 (162060) ~ ADNPM, Dis. faciais,

(112,144,025-115,504,240)

DM, DA, Dis.membros

M = masculino, F = feminino, CC = Corpo Caloso, ACC = Agenesia do CC, DCC = Disgenesia do CC, del = Delecéo, dup = Duplicagcdo, ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI =
Deficiéncia Intelectual, Dis = Dismorfia, AO = Anomalias Oftalmolégicas, AA = Anomalias Auditivas, AC = Anomalias Cardiorespiratorias, AG = Anomalias Genitourinarias, DF = Dificuldade de fala, DM =

Dificuldade motora, DA = Dificuldade no aprendizado, Conv. = convuls@es. * = dado néo disponivel.** Resultado confirmado no cariétipo de Banda G por envolver translocagéo balanceada.
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Tabela 8 — CNVs potencialmente patogénicas, detectadas por meio da CMA, em pacientes com anomalias do CC e outras

malformacgOes associadas, listando os principais genes e/ou regido gendmica que possivelmente estdo correlacionados com as

malformac¢des do CC.

Cédigo

Resultado da CMA

GENE / regiéo

Principais alteragdes

Paciente Sexo Idade CC Cariotipo (hg19) Origem Tamanho candidata clinicas
(OMIM)
n ADNPM, Dis. faciais, AO, DI,
ACC6 F  8anos DCC  46,XX dup 1p36.33p36.32 * 426 Kb Regido 1p36.33 ., DF, DM, DA,
(2,116,349-2,542,740) (8 genes) .
Dis.membros
dup 11p15.5 o : . :
ACC12 = 2 anos e DCC 46,XX (372.355-538,463) de novo 166 Kb Regido 11p15.5 Dis. faciais, AO, Dis.
8 meses (5 genes) membros
ACC38 F  8meses ACC 46X del 22q11.21 paterna 1 Mb SNAP29 (604202)  ADNPM, Dis. faciais, DM

(20,716,876 - 21,800,471)

F = feminino, CC = Corpo Caloso, ACC = Agenesia do CC, DCC = Disgenesia do CC, del = Dele¢&o, dup = Duplicagdo , ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, Dis. = Dismorfia, DI =

Deficiéncia Intelectual, AO = Anomalias Oftalmoldgicas, DF = Dificuldade de fala, DM = Dificuldade motora, DA = Dificuldade no aprendizado, Conv. = convulsdes.* = dado n&o disponivel.

Tabela 9 — CNVs de significado clinico desconhecido (VOUS), detectadas por meio da CMA, em pacientes com anomalias do CC e

outras malformacdes associadas.

L GENE / regido Principais
[0}
CO(_j|go Sexo Idade CcC Cariétipo Resultado da CMA Origem Tamanho N° total candidata alteracbes
Paciente (hg19) de genes P
(OMIM) clinicas
del 16923.3 CDH13 Dis. faciais, AO,
ACCT7 M 3 anos ACC 46.XY (82,521,520.80,923,743) ~ Materna - 402 Kb ! (601364) Dis.membros
ADNPM, Dis.
dup 6915 ANKRD6 )
ACC 28 M 9meses  ACC  46XY (90,172,098-90.386,150)  Paterna - 214 Kb 3 (610583) laciais, A,
conv.,DM,
del Xg21.1 ATRX . -
ACC33 F 2 meses ACC * (76,915,402-76.946,445) * 31 Kb 1 (300032) Dis. faciais, AO, AA
dup 16pl12.2 o EEF2K Dis. faciais,
HUB3 M 19 anos DCC 46,XY (21.740.199-22 431,031) 690 Kb 10 (606968) 1S e

M = masculino, F = feminino, ACC = Agenesia do Corpo Caloso, DCC = Disgenesia do CC, del = Delecao, dup = Duplicagéo, Dis. = Dismorfia, ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI

= Deficiéncia Intelectual, AO = Anomalias Oftalmoldgicas, AA = Anomalias Auditivas, AC = Anomalias Cardiorespiratérias, DM = Dificuldade motora, conv. = convulsdes. * = dado néo disponivel.
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Embora a deteccdo de um CNV néo seja, necessariamente, uma prova de que
ela seja causadora de uma anomalia como, por exemplo, na ACC, o suporte em
evidéncias adicionais tais como, a falta de um diagnostico causal alternativo, a
sobreposicao da CNV encontrada com aquelas presentes em outros pacientes com
manifestacdes clinicas semelhantes, a evidéncia funcional do(s) gene(s) ser(em)
importante(s) no desenvolvimento do CC, auxiliardo na interpretacdo clinica dos
estudos cromossomicos (34).

Um dos exemplos mais notaveis na literatura que mostra a associacado entre
uma CNV e a ACC, e que talvez ilustre as dificuldades de se interpretar o impacto de
uma alteracdo numérica sobre o fendtipo, € a associacao estabelecida entre ACC e
microcefalia pés-natal e a Sindrome da Delecdo 1g42-44 (61). O principal locus
nesta regido, aparentemente, estd em 1g44 onde se encontra o gene AKT3 (OMIM:
611223). Em mais de 90% dos pacientes com ACC e microcefalia encontraram
deletado o AKT3, um gene que promove a sobrevivéncia neuronal em modelos
animais (153,154). No entanto, alguns pacientes que apresentam delecdo 1g42-44
gue ndo afeta o AKT3 sugerem que exista, pelo menos, mais um gene neste locus
(155,156). A haploinsuficiéncia de outros genes, como no caso do DISP1 (OMIM:
607502) localizado em 1941, tem sido sugerida como a causa dos defeitos no
desenvolvimento da linha média. Em particular, o gene ZBTB18 (OMIM: 608433) € o
candidato mais promissor depois que encontraram um paciente com microcefalia
pés-natal e ACC com translocacéo reciproca com um ponto de quebra entre AKT3 e
ZBTB18 (153,157). Na verdade, provavelmente existem mais genes envolvidos,
refletindo em defeitos combinados tanto na linha média quanto na formac&o do eixo
lateral (61,158).

Em alguns casos, provavelmente os efeitos fenotipicos das microdele¢des ou
microduplicacfes sdo resultado da ruptura da acdo sinérgica entre dois ou mais
genes. llustrando esse cenario, sabe-se que a Sindrome de Miller-Dieker (MIM
#247200) caracterizada pela combinacdo classica de lisencefalia, microcefalia,
convulsdes e dismorfias faciais € mais grave que a forma isolada da lisencefalia. Em
ambos 0s casos, o0 gene LIS1 (OMIM: 607432) esta afetado e o fend6tipo mais grave
da Sindrome de Miller-Dieker é atribuido a delecdo do gene YWHAE (OMIM:
607432) que se localiza distalmente ao LIS1 (159). Esses dois genes estdo
envolvidos na migracdo neuronal interagindo entre si de forma indireta (160).

Surpreendentemente, pacientes com microduplicagcdes em 17p13.3 apresentam uma



forma mais grave do espectro autista quando apenas LIS1 esta duplicado, sugerindo
que as interacdes entre as proteinas dos genes candidatos estejam relacionadas
com a patogénese desta sindrome (159).

Rearranjos em 8p sao frequentemente associados com malformacdes
cerebrais. A inversao da duplicacdo/delecdo de 8p € uma das mais conhecidas e
resultam em malformac¢des do cérebro incluindo ACC e problemas na fala (61).
Wilson e colaboradores (161) identificaram ACC em 25% dos casos publicados de
rearranjos em 8p com agenesia calosal embora variagcbes na penetrancia existam
dependendo do tipo de rearranjo. Como ACC é, aparentemente, mais comum na
inversdo da duplicacdo/delecdo o mais provavel é que esteja ocorrendo o
envolvimento de dois loci, onde um contribui para ACC quando estiver deletado e o
outro que contribui quando duplicado. Esta explicacdo é corroborada pela recente
descricdo de ACC em dois pacientes com duplicac6es apenas em 8p (151).

Outro exemplo envolvendo interpretacdo de CNV seria o da Sindrome da
delecdo 1p36 ou monossomia 1p36 (MIM #607872) que é uma das delecdes
cromossO6micas mais comuns (incidéncia de 1 para cada 5.000 nascidos) mas com
uma penetrancia relativamente baixa (5,8%) (162). As alteracbes fenotipicas
variadas da Sindrome e as aparentes correlagdes gendtipos-fenotipos ilustram bem
a complexidade das sindromes que envolvem genes contiguos. Os problemas
neurolégicos mais comuns incluem paquigiria, polimicrogiria, hidrocefalia e ACC
(162). A haploinsuficiéncia de genes contiguos, mas nao relacionados
funcionalmente, foi sugerido ser a responsavel pelas variagcdes fenotipicas
registradas (163,164); entretanto, a expressao de genes a longa distancia pode
afetar por meio do efeito de posicéo da delecéo (165). E mais, fatores epigenéticos e
modificadores podem contribuir para o fenétipo, dificultando apontar quais os genes
causadores especificos em uma situacado de delecao contigua.

A relevancia de se utilizar CMA para casos de ACC é evidenciada pelas
frequéncias diagnosticas que foram obtidas em diversos trabalhos. Neste estudo 19
CNVs raras foram encontradas e a taxa diagnostica de 24% encontrada demonstrou
o alto percentual de diagndstico da técnica para esta condicdo quando associada
com outras malformacdes. Por exemplo, Beaudet (166) teve um rendimento
diagnéstico de 20% a 25% em um estudo com 42 individuos com DI, e afirmou que

ha maior probabilidade de se encontrar CNVs patogénicas quando a DI esta
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associada com dismorfias. Portanto, a taxa diagnéstica da CMA nao diminui quando
sdo utilizados dois ou mais critérios dismorfologicos.

Diversas sindromes com ACC ainda permanecem sem ter um gene causador
identificado como, por exemplo, nos casos de Sindrome de Aicardi (OMIM 304050),
dentre outras. Delinear e confirmar a causa genética de sindromes nao herdaveis é
complexo por conta da elevada incidéncia de mutacfes de novo, heterogeneidade
genética e dificuldade em se obter um diagndstico consistente. Muitas dessas
sindromes possuem diversos orgaos afetados o que aumenta as chances de se
encontrar uma etiologia genética. Outra possibilidade que o uso do array trouxe foi o
de poder agrupar quadros clinicos que estdo etiologicamente correlacionados em
véarias destas sindromes, antes consideradas distintas (86).

Importante observar que a ACC, dentre os quadros sindrémicos relacionados
com ADNPM e/ou DI, é a mais frequente e a que menos se conhece a etiologia. A
maioria dos casos envolvem problemas genéticos de variados tipos e que, muitas
vezes, dificultam o entendimento acerca do envolvimento das alteracdes
submicroscoépicas que sempre foram negligenciadas pela citogenética convencional.
Agora, esta sendo possivel descobrir que microdelecdes e microduplicacdes estédo
presentes de forma significativa nestes casos e impactam no fenétipo de patologias
consideradas, até entdo, uma incognita para os pesquisadores (34).

O presente trabalho corrobora estas consideragdes acrescentando mais dados
moleculares e dando suporte epidemioldgico para a indicag¢ao clinica da solicitacao
do exame de CMA por parte do clinico geneticista. Observou-se aqui que nos casos
onde ha ACC associada com ADNPM e/ou DI, dismorfias de cabecal/face e
alteracdes de membros € valido fazer o pedido do exame de CMA como opcéao de
teste de primeira linha, estratégia defendida por diversos outros estudos (6,29,94,
98-103). As chances de se obter um diagndstico genético especifico sdo grandes, o
que facilitaria a assisténcia médica adequada, aconselhamento genético especifico
para a familia e, em ultima instancia, uma melhor condicdo de vida para o préprio
paciente.

A ACC permanece sendo um dos mais complexos defeitos neuroldgicos
congénitos conhecidos em virtude do amplo ndmero de processos do
desenvolvimento que podem ser perturbados. Como corolario, a ACC que raramente
ocorre na forma isolada, é um marcador fenotipico dos distarbios do

desenvolvimento especifico e relativamente facil de ser detectado. O
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desenvolvimento do CC pode ser afetado por disturbios durante a neurogénese, a
formacdo da linha média telencefalica, a migracdo e especificacdo neuronal, o
desenvolvimento do direcionamento e do pds-direcionamento axonal. Estudos
recentes identificaram um grande numero de CNVs e mutacbes génicas em
pacientes com ACC, mas apenas conseguiram elucidar a complexidade genética em
algumas sindromes com ACC. Além disso, com auxilio de dados fornecidos pelo
constante avanco das técnicas de neuroimagens foi possivel entender na pratica
como as mutacdes afetam a conectividade cerebral e como o cérebro responde aos
distarbios do desenvolvimento. Estes enfoques, juntos com estudos em modelos
animais, tém aumento o nosso grau de entendimento acerca dos mecanismos
envolvidos na agenesia calosal (45).

A base biolégica da ACC é complexa refletindo no grande nimero de doencas
humanas congénitas associadas com a anomalia do desenvolvimento do CC. Talvez
esta condicdo seja um dos mais complexos mecanismos neurolégicos descritos
relacionados aos defeitos congénitos, visto que varios processos do
desenvolvimento estdo envolvidos no fendtipo da ACC. Sendo assim, sua
observacdo € um excelente modelo para o entendimento de muitas outras doencas
neurolégicas e psiquiatricas com componentes do neurodesenvolvimento. O
entendimento das bases dos varios distarbios associados com ACC, como
esquizofrenia e autismo, requer ndo apenas a identificacdo dos genes que regulam
cada um destes processos, mas também o melhor entendimento da funcdo de cada
um desses genes e como eles trabalham isoladamente e juntos na sobreposicao de
vias moleculares para formarem o CC (34).

De modo similar ao que ocorre em diversas outras desordens psiquiatricas, a
ACC resulta do desenvolvimento anormal da conectividade neural. Além disso, a
ACC fornece um excelente desafio para a integracdo das tecnologias de
neuroimagem no que diz respeito a visualizacdo da conectividade alterada e poder
produzir um mapa funcional dos cérebros com ACC. Estas informacfes sdo cruciais
para o entendimento das questdes sobre a reorganizacao cortical e subcortical no
cérebro humano (60).

Inclusive existem algumas similaridades estruturais entre o cérebro com ACC e
com desordens psiquiatricas como autismo e esquizofrenia. Diversos estudos
encontraram alteracbes na forma e no tamanho do CC em pacientes com

esquizofrenia assim como diferencas microestruturais na matéria branca reveladas
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por exames de neuroimagem (167). Em geral, as desordens neuropsiquiatricas
como a esquizofrenia sdo consideradas heranca poligénica na qual a desordem é
influenciada pela combinacdo de muitos modificadores genéticos. Uma excecdo a
esta regra, entretanto, seriam as mutagcées no gene DISC1 que estéo relacionadas
tanto com ACC quanto com uma pequena parcela dos casos de esquizofrenia (168).
O gene DISCL1 inibe a proliferacdo neuronal causando a saida do ciclo celular e da
diferenciacao (169).

Estudos observaram que individuos com autismo (57) e com Transtorno do
Espectro Autista (TEA) (170) podem apresentar reducdo do tamanho do CC.
Inclusive, Lau e colaboradores (57) sugeriram que os individuos com ACC devem
ser examinados para TDEA e que as desordens do CC precisam ser consideradas
na avaliacdo do diagnostico autista. As estimativas de estudos antigos antes do ano
2000 estimavam em cerca de 10% o numero de individuos que recebiam o
diagnoéstico formal autista. Mais recentemente resultados obtidos a partir de
instrumentos mais modernos sugerem que, na verdade, entre 30%-50% das
criancas e adolescentes com ACC, e cerca de 20% dos adultos, exibem uma clara
sintomatologia autista (171). Evidéncias também suportam a hipotese de que a
anomalia congénita do CC constitui o principal fator de risco para o desenvolvimento
do autismo (171). Outros estudos demonstraram mudancgas no CC de pacientes com
Sindrome de Tourette — MIM #137580 (172) e com Transtorno do Déficit de Atencao
e Hiperatividade (TDAH) (173).

Neste estudo observou-se uma baixa representatividade de individuos com
ACC e sintomatologia autista (5%) (Tabela 1). Conforme observado no estudo de
Paul e colaboradores (171), uma parcela pequena dos individuos (3 em 22) com
ACC apresentaram sintomatologia autista suficiente para conseguirem serem
formalmente diagnosticados ainda na infancia. Outro detalhe lembrado pelos autores
foi que individuos com ACC apresentam os fenétipos da sintomatologia autista mais
tardiamente (aos 6 e 11 anos) do que nos periodos esperados tradicionalmente (aos
3 anos). Isso pode explicar o observado no presente estudo visto que 78% dos
pacientes do possuiam idade inferior ou igual a 5 anos; e outro detalhe que pode ter
contribuido para a baixa porcentagem de casos seria a tendéncia dos pacientes que
apresentam indicacdo clinica de sintomatologia autista no atendimento primario,
mesmo que apresentem ACC, sejam encaminhados prioritariamente para 0s

Servigos de Psiquiatria da rede e ndo para os servi¢cos de Genética Médica.
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Por fim, a caracterizacdo neurofisioldgica e comportamental dos individuos
portadores de ACC ajudard a esclarecer as diferencas entre os diversos
diagnoésticos comportamentais facilitando o entendimento dos mecanismos
envolvendo as caracteristicas cognitivas e psicossociais que sdo comuns a ACC. E
ainda, com esta informacao sera possivel desenvolver intervencées mais adequadas
para os déficits em individuos com ACC, como habilidades sociais, resolucdo de
problemas e planejamento, melhorando a qualidade de vida destes individuos.
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5.4 ANALISE DAS CNVS PATOGENICAS:

54.1 Paciente ACC10

A paciente ACC10 € uma menina de dois anos e trés meses de idade, com
cariotipo normal (46,XX), possui hipoplasia do CC revelada por TC de cranio, cujo
fendtipo com multiplas malformacdes inclui ADNPM, algumas dismorfias faciais
(braquicefalia, hipertelorismo ocular, orelhas rodadas para tras, Gvula bifida, fenda
palatina), anomalias nos membros (braquidactilia, maos rigidas), poliesplenia,
abddémen globoso e distendido, alteragbes cardiacas (persisténcia do canal arterial,
m& formacdo das veias cavas, derrame pericardico moderado), alteracfes
gastroenterolégicas (disfagia, estenose subglética), anomalias genitourinarias
(hipertrofia clitoriana, rins policisticos, Tumor de Wilms no rim direito). Laudos
relatam que ela ainda teve leucomaldcia cistica periventricular, doenca da
membrana hialina, ictericia e pneumonia.

A CMA constatou a presenca de uma microdelecdo de novo com 4,9 Mb em
11p13-12 (31,813,872-36,773,780), afetando uma regido contendo 42 genes, dos
quais 31 possuem alguma morbidade descrita no OMIM e de onde se destacam 0s
seguintes genes candidatos a serem os causadores de malformacdo no CC: PAX6
(OMIM: 607108) e WT1 (OMIM: 607102) (Figura 8). O quadro clinico da paciente é
compativel com o diagnéstico da Sindrome de WAGR (MIM #194072), normalmente
causada por microdelecdes nesse segmento.

O gene PAX6 é o mais bem estudado de uma familia de reguladores de
transcricdo denominada PAX, e faz parte de um grupo de genes de controle da
organizacdo do sistema visual durante a embriogénese. A proteina de PAX6 é um
fator de regulacdo transcricional altamente conservado com funcdes importantes
para o desenvolvimento normal dos olhos e do sistema nervoso. Frequentemente
encontram-se individuos com anomalias estruturais associadas aos distarbios no
sistema nervoso central, incluindo hipoplasia (174-177) ou ACC completa (178).
Embora nenhuma anomalia cerebral tenha sido atribuida diretamente a mutacéo de
PAX®6, alguns estudos tentam atribuir o efeito de algumas mutacfes sobre o fendétipo
(174; 177; 178). Abouzeid e colaboradores (178) hipotetizaram que uma mutagao
especifica poderia causar anomalias cerebrais, como PAX6 € um fator de

transcricdo, sua proteina poderia interagir com varios genes do desenvolvimento
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cerebral e outros fatores de transcricdo, como genes da familia Homeo-box, cuja
interacdo com produtos protéicos Hesx1l ou Emx2, causaria a hipoplasia do CC. No
entanto, Kelberman e colaboradores (179) afirmam que para mutacdes em PAX6 e
SOX2 é mais comum encontrar hipoplasia do CC do que ACC parcial ou completa.

Como a paciente ACC10 tem ACC completa, talvez o agravamento do quadro
de ACC comparado com os relatos na literatura de fen6tipo mais brando, seria uma
consequéncia da delecao afetar outro gene (WT1) de complexa biologia funcional e
gue reconhecidamente interfere no desenvolvimento do tecido neural durante a
embriogénese. Assim como estudos in vitro e com modelos animais ja revelaram
que a sua expressao € coincidente com a diferenciacdo de células neuronais e
células gliais (180,181). Porém nenhum estudo foi feito para analisar o seu papel na
etiologia molecular do CC humano principalmente no que se refere a sua expressao
durante os eventos de formacao de linha média, migracéo e diferenciacdo neuronal,
e avaliar seu papel na interagdo com outros genes relacionados ao desenvolvimento
do CC.

O gene do tumor de Wilms 1 (WT1) foi identificado pela primeira vez em
pacientes com a Sindrome de WAGR que apresentavam dele¢cdes no cromossomo
11. O WT1 codifica um fator de transcricdo que pode atuar como supressor tumoral,
ou como oncogene, dependendo do contexto em que a célula se encontra o que
sugere que ele desempenhe diferentes papéis no crescimento e desenvolvimento
celular (182,183). O WT1 é considerado um gene importante que esta envolvido na
diferenciacéo celular. Os efeitos de oncogene ou supressor tumoral do WT1 parece
ser resultado de como a célula em um determinado estagio de desenvolvimento,
responde a perturbagbes na expressao de outros genes. Sua funcdo parece estar
mais relacionada ao contexto e tipo celular, status de diferenciacdo, presenca de
outros genes alterados, e microambiente (Huff, 2011). Os estudos tém focado em
seu papel na tumorigénese cerebral, onde WT1 parece exercer um papel
oncogénico nos tumores mesmo que eles ndo expressem normalmente este gene e
nem mutacdes tenham sido encontradas no gene (184,185). Dentre outros pontos
curiosos sobre este gene incluem o fato de ele estar localizado em uma regiao de
imprinting (186) e apresentar papel importante no desenvolvimento de neurdnios
olfatérios e da retina (187,188).

N&o hé relatos de outros pacientes com alteracdo nesse segmento e anomalia

do CC no DECIPHER. Portanto, mais estudos devem ser conduzidos para
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investigar o papel exato de CNV nestes dois genes durante a formacdo do CC na
embriogénese.
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Figura 8. Visualizacdo da microdelecao (barra na parte superior) encontrada pela CMA, por meio do
programa de analises ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EUA), na paciente ACC10. Esta CNV possui um
tamanho de cerca de 4,9 Mb na regido citogendmica de 11p13-12 (31,813,872-36,773,780), e
envolve os genes WT1 e PAX6, que sdo sugeridos terem correlagdo com as anomalias no
desenvolvimento do CC desta paciente. Os pontos em cor laranja na parte central da figura
representam as sondas ndo polimoérficas e as sondas especificas para os SNPs (indicado pela seta),
hibridadas no chip da plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.4.2 Paciente ACC11

O paciente ACC11 é um menino de 1 ano e 4 meses com DCC visualizada por
TC de cranio, apresenta cariétipo alterado 46,XY(del21)(g22), com quase nenhuma
malformacéo descrita além de discreto grau de colpocefalia, sugerindo um quadro
clinico de malformacédo do CC isolada.

O exame de CMA revelou uma delecdo de novo de 7,3 Mb de comprimento no
cromossomo 21q911.2g21.1 (16,115,678-23,502,590) envolvendo 19 genes na regiao
(Figura 9). Dentre os genes encontrados nesta CNV que permiotem inferir
dobresonreelacdo com o fendtipo de ACC parcial sugeriu-se a possibilidade de
NCAM2 estar envolvido na malformacéo calosal.

O gene Neural cell adhesion molecules 2 (NCAM2/OCAM/RNCAM) (OMIM
602040) € um paralogo do gene NCAML1 e faz parte de uma familia de mediadores
de adesado celular que sédo ubiquamente expressos no sistema nervoso. Além de
mediarem a adeséo celular, estdo envolvidos em amplos processos celulares
incluindo sobrevivéncia, migracdo e diferenciacdo de neurbnios, formacdo e
plasticidade das sinapses (189, 190). NCAM2, por sua vez, estd envolvido em
processos de estimulacdo de neurite, facilitacdo dendritica e compartimentalizacédo
axonal. Um estudo apontou sua importancia na organizagcédo de axonios e dendritos
no sistema olfatério (191).

Por ser considerado um gene sensivel a dosagem, e apesar de estar localizado
fora da regido critica do cromossomo 21 que tem sido proposta como candidata a
Sindrome de Down, estudo de Makino e McLysaght (192) sugeriu que 0 aumento na
expressdo de NCAM2 como resultado da trissomia do cromossomo 21 poderia
causar efeitos dosagem-dependentes no desenvolvimento. Estudos de GWAS
encontraram uma forte associacdo de NCAM2 com o autismo (193) e a doenca de
Alzheimer (194).

Além disso, a regido deletada em ACC11 encontra sobreposicdo com outras
delecdes depositadas no DECIPHER (#285987). E mais, em estudo recente, Petit e
colaboradores (195) realizaram a descricdo das alteracdes encontradas por CMA em
trés pacientes com desordens do neurodesenvolvimento, sem especificar a
presenca de ACC, com delecdes envolvendo o gene NCAM2, onde sugeriu também
a patogenicidade das CNVs envolvendo NCAM2 e a necessidade de se investigar
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mais sobre a sua correlacdo com CNVs que afetam o desenvolvimento

neuropsicomotor.
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Figura 9. Exame de CMA no paciente ACC11, visualizado pelo software ChAS versao 3.0 (Affymetrix,
EUA), mostrando a microdelecdo (barra vermelha na parte superior) que afeta 7,3 Mb da regido
citogendmica de 21g11.2g21.1 (16,115,678-23,502,590), onde estd o gene NCAM2, candidato a ser o
principal causador da anomalia no desenvolvimento do CC deste paciente. Analise realizada com a
plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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543 Paciente ACC20

A paciente ACC20, com idade de 2 anos e 9 meses, com DCC observada ao
RM de encéfalo, caridtipo 46,XX, e com quadro sindrémico de ADNPM (poucos
movimentos fetais, hipotonia, dificuldade para sugar o seio materno, ndo segura
objetos, ndo engantinha, atraso na fala), crises convulsivas a partir do 3° més de
vida, dismorfias faciais (hipoplasia de face média, proptose ocular, baixa
implantacdo das orelhas), baixa estatura, e suspeita clinica de Sindrome de Wolf-
Hirschhorn ou WHS (MIM #194190).

O exame por CMA revelou a existéncia de uma delecdo de 5,4 Mb em 4p16.3
(68,345 — 5,509,835) afetando 78 genes (Figura 10). Esta regido é conhecida como
regido critica para WHS onde a haploinsuficiéncia dos genes WHSC1 (presente em
todas as delecbdes, OMIM: 602952) e LETM1 (OMIM: 604407) é considerada a
principal responsavel pela patogénese da Sindrome. Entretanto, estudos recentes
evidenciam gque somente a delecdo de WHSC1 néo seria suficiente para o fenétipo
completo, que inclui DI, epilepsia, atraso no crescimento e disgenesia craniofacial
(196).

Alguns estudos atribuem anomalias no desenvolvimento compativeis com o0s
fendtipos observados em WHS as alteracdes envolvendo o gene WHSC1, que
codifica uma proteina regulatéria nuclear que possui atividade de metiltransferase,
responsavel por modificacbes de histonas durante a regulacdo dos processos
transcricionais (197, 198). E importante lembrar que alteracdes na dosagem génica
de fatores modificadores de histonas sdo conhecidas causadores de deficiéncias
intelectuais (198). Esta funcdo de WHSC1 implica em varios processos biolégicos
gue envolvem o desenvolvimento precoce tais como a sinalizacdo por citocinas, a
resposta aos danos no DNA e alguns tipos de recombinacao (196).

Estudos em ratos mostraram que o efeito da delecdo no gene resulta em
problemas no crescimento, malformagdes craniofaciais e defeitos de fusdo na linha
média (199). E mais, defeitos na estrutura do sistema nervoso central foram
relatados em 80% dos individuos afetados por WHS (200). Dentre esses efeitos,
com incidéncia variando entre 30%-70%, incluem defeitos relacionados com a fuséao
da linha meédia, tais como falha no couro cabeludo, ACC, labio/fenda palatina,
defeitos cardiacos, e malformacdes do trato urinario (200,201). Em outro estudo,

observaram afilamento do CC associado com diminuicdo difusa do volume da
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substancia branca, aumento dos ventriculos laterais, atrofia cortical/subcortical, e
diversas alteracbes cerebelares (202). Vale lembrar que afilamento do CC é um
indicio de alteragcdo do desenvolvimento e maturagdo da substéncia branca.

Outro ponto a ser considerado € que durante o fechamento da linha média
formam-se estruturas gliais multiplas que sdo essenciais para a formacédo do CC
(203). Uma dessas estruturas, a ponte glial, se localiza na parte ventral do CC
evitando que os ax6nios calosais se dirjam para a parte ventral ao invés de
cruzarem a linha média (204). Estudos sobre a orientacdo axonal por esta e outras
estruturas gliais na linha média sdo essenciais para o entendimento da formacéo da
ACC. Com tudo isso e considerando a CNV e o fenoétipo sindrébmico da paciente
ACC20, sugere-se a realizacdo de estudos mais aprofundados para verificar se a
delecdo do gene WHSC1 apresenta uma correlacdo direta ou indireta com o0s
mecanismos que contribuem para a alteracdo da linha média e, consequentemente,
da ACC.
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(Affymetrix, EUA), mostrando a delecdo (barra vermelha na parte superior) afetando 5,4 Mb da regido
citogenémica de 4p dell6.3 (68,345 — 5,509,835), na qual o gene WHSC1, relacionado com a

Sindrome de Wolf-Hirschhorn, sugere envolvimento nas alteracdes do desenvolvimento do CC.

Analise realizada com a plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.4.4 Paciente ACC22

O paciente ACC22, € uma crianca de seis meses que, além da DCC
visualizada pela RMN, apresenta uma série de malformacdes ao exame fisico tais
como dismorfias faciais (hipertricose facial, pincamento bifrontal, fendas palpebrais
obliquas para baixa, dorso nasal deprimido, labio superior fino, dentes
supranumerarios, palato ogival, narinas antevertidas, retrognatia, orelhas rodas
posteriormente), anomalias nos membros (membros superiores semifletidos e
inferiores cruzados, sobreposicao de 1° sobre 3° dedos das méaos, encurtamento do
5° dedo), graves anomalias gastrointestinais (distirbios de degluticdo, abdomen
agudo obstrutivo, ma rotagdo intestinal, atresia ileal e de cdélon), hipertrigliceridemia,
hipercalemia, e teve parada cardiorrespiratéria ao nascimento. A suspeita de erro
inato do metabolismo n&o se confirmou aos exames.

Os exames da CMA registraram uma delecdo de novo de 3,4 Mb na regido
citogenbmica de 8ql2.1 (56,523,670-59,961,677) afetando 15 genes com
morbidades correlacionadas no OMIM. S&o eles e seus respectivos registros no
OMIM: TGS1 (606461), LYN (165120), RPS20 (603682), MOS (190060), PLAG1
(603026), CHCHD7 (611238), SDR16C5 (608989), PENK (131330), IMPAD1
(614010), FAM110B (611394), UBXN2B (610686), CYP7Al (118455), SDCBP
(602217), NSMAF (603043) e TOX (606863). Nenhum dos genes apresentou uma
correlacdo direta com qualquer etapa que descrita do desenvolvimento do CC,
embora os genes PLAG1, PENK e TOX apresentem papéis em processos celulares
elementares e expresséao no tecido neural.

Embora existam trés individuos descritos no DECIPHER com dele¢des que
abarcam esta regido, nenhum apresenta alteracdo do CC descrita nas informacfes
disponiveis. Apesar das evidéncias documentadas néo relatarem correlacdo clara da
CNV com anomalias do CC, o grande tamanho e quantidade de genes afetados
incluidos no fragmento sugerem uma correlacdo patogénica com as alteracfes

fenotipicas do paciente.
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guré 11. Exame de CMA no paciente ACC22, visualizado pelo ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EU,
mostrando a delecdo (barra vermelha na parte superior) que possui aproximadamente 3,4 Mb na
regido citogenébmica de 8qgl2.1 (56,523,670-59,961,677). Andlise realizada com a plataforma
CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.45 Paciente ACC31

A paciente ACC31, com 2 meses de idade, tinha uma quadro clinico sindrémico
bastante grave, que incluia ACC completa visualizada por 2 USTF realizadas em
momentos distintos, exame de translucéncia nucal alterado, necessitou de
reanimacdo apos o parto, apresentou cefalohematoma parietal ao 3° dia de vida
(d.d.v), atresia das vias biliares intra-hepaticas, macrocrania, dismorfias faciais
(disjuncdo de sutura sagital, baixa implantacdo capilar com bico de vilva,
hipertelorismo ocular, fendas palpebrais obliquas para cima, orelhas com
sobredobramento em hélice e rotacao posterior, fosseta pré-auricular, macrostomia
e retrognatia), atresia intestinal e anomalias nos membros (maos com aracnodactilia,
pregas palmares irregulares, pés tortos).

O exame de CMA revelou uma duplicacdo de 49,3 Mb cobrindo todo o braco
curto do cromossomo em 5p15.33g11.1 (113,576-49,441,945), afetando 187 genes
no total dos quais 101 apresentam fendétipo no OMIM (Figura 12). Apds este
resultado realizou-se o car6tipo por banda G que ndo apenas confirmou a alteracao
encontrada na CMA como trouxe novas informacfes ao registrar a presenca de
translocagcdo n&o balanceada entre os cromossomos 5 e 15, conforme o resultado
46,XX,der(5)t(5;15)(q1?;9g1?). A RN evoluiu para Obito apdés algumas semanas
internada em UTI neonatal.

A duplicacdo do cromossomo 5p € uma anomalia cromossdémica que diversos
casos tém sido relatados tanto com a duplicagdo do cromossomo 5 parcial quanto
completa. A trissomia parcial resulta de uma translocacdo ou inversdo parental
(205). As principais manifestacées clinicas da trissomia 5p sdo dismorfias faciais,
anormalidades nos membros, defeitos cardiacos, malformacgdes renais e intestinais,
e DI. Outro tipico achado esta representado pela hidrocefalia e ventriculomegalia
(205).

Embora o que chame atenc¢éo seja uma sindrome provocada por alteracdes de
grande tamanho, observacdes dos quadros clinicos sugerem que esta regido
relatada contenha genes que exercam funcdo no desenvolvimento SNC (206), tais
como NSUN2 (OMIM 610916) que codifica uma metiltransferase e cuja disfuncao
esta associada a uma forma de DI provocada por heranca autossémica recessiva (

MIM# 611091). E mais, duplicacdes na regido 5p13.3-13.1, que estd dentro da
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regido afetada na paciente ACC31, foram correlacionadas como regido critica para

ACC por O’Driscoll e colaboradores (61).

Mais estudos precisam ser feitos e mais pacientes com alteracdes no CC e

esta area afetada, de cerca de 13 Mb, precisam ser descritos para permitir restringir

o tamanho da regido critica e, se possivel, elencar os genes mais importantes

envolvidos nestas alteracbes do desenvolvimento do CC.
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Figura 12. Exame de CMA na paciente ACC31, visualizado pelo ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EUA),
mostrando a duplicacdo (barra azul na parte superior) afetando 49,3 Mb da regido citogenémica de
5p15.33qg11.1 (113,576-49,441,945),e evidenciando a regiao descrita por O’Driscoll e colaboradores

(61) como critica para alteragbes no CC. Analise realizada com a plataforma CytoScan 750k Array

(Affymetrix, EUA).
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5.4.6 Paciente ACC36

O paciente ACC36, 7 meses de idade, com DCC visualizada por USTF, teve
relatado no prontuario uso de alcool e tabagismo por parte da mae durante a
gestacdo. A crianca nao chorou ao nascer, apresenta dismorfias faciais
(hipertelorismo ocular, epicanto invertido, orelhas grandes e proeminentes rodadas
posteriormente, fenda palatina, retrognatia, implantacdo alta dos cabelos), e
alteracdes de membros (clinodactilia nos 5° dedos das méaos, edema de membros
inferiores).

O exame de CMA detectou uma duplicacdo de 21,4 Mb em 3p24-3p26.1
(61,891- 21,533,109) e uma delecdo de 4.4 Mb em 10¢g26.3 (130,982,035-
135,426,386) abrangendo 6.404 e 1.113 genes, respectivamente (Figura 13).

A sugestao citogenética € de que se trata de uma t(3;10) e a suspeita clinica de
Sindrome Alcodlica Fetal (FAS) ganhou forca quando se verificou o histérico do
caso. Apesar disso, se as alterac6es do CC apresentarem envolvimento genético, a
andlise sugere que os genes CRBN (OMIM: 609262) e SETD5 (OMIM: 615743)
encontrados no seguimento afetado de poderiam ter alguma influéncia sobre a
formacao estrutural do CC. O primeiro parece ter envolvimento no desenvolvimento
neural (207). O segundo codifica uma metiltransferase que €& amplamente
conservada evolutivamente entre os mamiferos, sugerindo seu papel importante,
embora pouca se conheca sobre seu papel no cérebro fetal e adulto (208).

De toda forma, € importante notar que fatores ambientais podem contribuir de
forma bem clara para a ACC. Apesar de que se conhece menos sobre estes
mecanismos do que aqueles que envolvem fatores genéticos. A exposicéo ao alcool
in Gtero diminui a gliogénese (209) e as interagdes gliais com neurdnios (210),
processo que sao vitais para o desenvolvimento do CC (211). Além disso, estudos
sugerem que o etanol perturba a transcricdo e funcédo bioquimica do gene L1CAM
(OMIM: 308840). A incidéncia de ACC completa em pacientes com FAS é de
aproximadamente 6,8%, com uma incidéncia ainda maior para 0s casos de

disgenesia ou hipoplasia do CC (60).
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Figura 13. Representacdo grafica, visualizado pelo ChAS versdo 3.0 (Affymetrix, EUA), encontrada
na CMA da paciente ACC36, com uma duplicacdo (barra azul na imagem superior) nba regido
citogenémica de 3p24.3p26.1 (61,891- 21,533,109) afetando 21,4 Mb, onde se encontram 0s genes
CRBN e SETD5 com possibilidade de impacto no desenvolvimento do CC; e uma dele¢éo (barra
vermelha na imagem inferior) em 10926.3 (130,982,035-135,426,386) cobrindo 4.4 Mb. Andlise
realizada com a plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.4.7 Paciente ACC37

O paciente ACC37 com um més de vida, ACC completa visualizada por TC de
cranio, apresenta um quadro grave com anomalias faciais (auséncia dos globos
oculares, fendas palpebrais levemente obliquas pra cima), hipotonia, hipertricose
frontal em face e droso, pescoco alado, anomalias em membros (auséncia de
polegares, dedos da méao esquerda espatulados, pés em “mata borrao”), pectus
excavatum, anomalias cardiacas (ventriculomegalia), mielomenigocele sacral rota,
genitalia ambigua e anus imperfurado com suspeita clinica de Sindrome de Fryns
(MIM #229850). O paciente evoluiu para 6bito no periodo neonatal.

O exame da CMA realizado detectou uma duplicacdo no cromossomo 3026.33-
029 (178,453,636-197,861,444) de 19,3 Mb afetando 183 genes (Figura 14a), e uma
delecdo no cromossomo 13g31.1g34 (83,591,362-114,970,605) com 31,3 Mb
afetando, por sua vez, 134 genes (Figura 14b). Apds esta constatacdo realizou-se a
andlise por cariétipo por banda G que registrou o cariétipo 46,XY, der (13) (Figura
14c). Por outro lado, durante a investigacdo da origem destas alteracdes verificou-se
gue a CMA realizada com os pais ndo registrou as CNVs encontradas no recém-
nascido, mas o cariétipo acusou uma translocacédo balanceada 3;13 na mae: 46,XX
t(3;13)(g26;931). Informacdes no prontudrio davam nota de que a mae tinha historico
de trés abortamentos e dois RNs polimalformados prévios.

A regido duplicada de 3926 contempla o gene SOX2 (OMIM: 184429) cuja
expressao produz fatores de transcricdo que mantém as populacfes de células glia
radiais intermediando a diferenciacdo de neurdnios a partir de células progenitoras
(212). Mutacdo em SOX2 humano ndo gera a disgenesia cortical que produz
fendtipos neuroldgicos graves em modelos animais. Sendo assim, 0s pacientes com
mutacBes envolvendo SOX2 normalmente apresentam hipoplasia colossal mais
comumente que ACC parcial ou total (179). O paciente ACC37, embora tenha uma
CNV grande que envolve diversos genes, sugere que a perturbacao no locus onde
se encontra esse gene pode ser dose sensivel para justificar a presenca de ACC
total ao invés de um fenotipo mais brando.

Outro gene afetado neste individuo foi ZIC2 (OMIM: 603073) com a delegéo de
13g31.1, pois pode afetar um gene que esté envolvido diretamente com formagéo da

holoprosencefalia e de anomalias do CC (213). Chabchoub e colaboradores (214)
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evidenciaram fendtipos faciais especificos para delecdo de ZIC2 diferente do que
surge com as mutacdes de ponto.

Por outro lado, podemos observar que uma espécie de monossomia funcional
e estrutural do cromossomo 13qg, onde a maioria dos individuos apresentam
dele¢bes do brago longo do cromossomo 13, o qual inclui o gene NALCN (OMIM:
611549). Os fenodtipos dos pacientes variam, mas as malformagdes graves envolvem
0 atraso no crescimento com microcefalia, dismorfias féacil, anomalias congénitas
cardiacas, do cérebro e dos rins (215). Nos individuos com fenétipo leve apresentam
dismorfias menores, DI, e atraso no crescimento. Estudos ja correlacionaram a
gravidade do fenétipo com a extensdo da delecdo. Delecdes que afetam a regido
onde contem o gene NALCN sao consideradas critica para os fenétipos envolvendo
malformacgfes cardiacas, defeitos do tubo neural e do sistema nervoso incluindo
ACC, DI, e dismorfias faciais (216-218).
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Figura 14. (a) Exame de CMA na paciente ACC37, visualizado pelo ChAS versédo 3.0 (Affymetrix,
EUA), mostrando uma duplicacao (barra azul na parte superior) na regido citogenémica de 3926.33-
g29 (178,453,636-197,861,444) com tamanho de 19,3 Mb evidenciando o gene SOX2 sugerido como
responsavel pela alteracdo do CC na paciente; (b) e da delecao (barra vermelha na parte superior)
em 13g31.1g34 (83,591,362-114,970,605) cobrindo 31,3 Mb evidenciando os genes ZIC2 e NALCN,
candidatos a terem correlagdo com a alteracbes do desenvolvimeto do CC. Exame realizado na
plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA). Posteriormente, o resultado do caridtipo por
banda G revelou a existéncia de uma translocacao balanceada entre os cromossomos 3 e 13. (c)
Cariograma da paciente ACC37 produzido com analise de 30 metafases, obtidas de cultura
temporaria de linfécitos do sangue periférico, coradas por bandeamento G, resolugéo de 300 bandas,

evidenciando com a seta o cromossomo der(13).
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5.4.8 Paciente ACC41

A paciente ACC41, com mais de 12 anos de idade, possui diagnéstico de ACC
completa que foi visualizada por TC de encéfalo, caridtipo alterado
46,X,del(X)(p22.1), apresenta ADNPM grave, atraso na fala, anomalias faciais
(braquicefalia, face alongada, baixa implantacdo capilar, microftalmia, assimetria
ocular, opacificacdo de cOrnea bilateral, implantacdo baixa das orelhas), anomalias
de membros e tronco (clinodactilia nos 5° dedos das méaos e sindactila bilateral nos
pés) e suspeita clinica para a Sindrome de MIDAS (MIM #309801).

O exame da CMA demonstrou uma grande delecdo de 13,4 Mb em Xp22.2-
p22.33 (168,551-13,577,093) que abrange um total de 66 genes (Figura 15).
Normalmente o0 cromossomo X apresenta dificuldades para interpretacédo
requerendo critérios diferentes das CNVs autoss6micas. Neste caso, 0 grande
tamanho do fragmento deletado e, por consequéncia, 0 grande numero de genes
afetados, determinaram a correlacdo patogénica para as alteracdes clinicas
apresentadas pela paciente. De toda forma, estimam que o X seja responsavel por
10% de todas as CNVs patogénicas em casos de DI ligada ao X, das quais 80% a
90% seriam herdadas do lado materno (219). Em individuos do sexo feminino, as
consequéncias clinicas de uma CNV ligada ao X podem variar amplamente entre os
individuos devido a inativacdo do X. E ainda, o padrdo de inativagdo do X pode
variar entre diferentes tipos de células.

No caso da paciente ACC41 seria necessario realizar a CMA dos genitores
para se confirmar a origem da alteracdo. Se a mesma CNV for detectada também no
pai da paciente, a probabilidade da CNV ser benigna € grande. Se a CNV for
herdada do lado materno, entdo a relevancia clinica ndo sera confirmada até que
sejam feitos estudos adicionais de inativacdo do X alcancando até outros familiares
maternos. Quando nenhum individuo masculino portar a mesma CNV encontrada,
entdo a patogenicidade da CNV pode ser sugerida (220).

A parte disso, temos que a heterozigose do gene HCCS (OMIM: 300056),
especificamente nesta regido do X, em meninas com Sindrome da Microftalmia (MIM
#309801), ja foi descrita para individuos com ACC (221, 222), sugerindo assim uma
forte correlacdo com o caso de ACC41. Gene que devido a sua participacdo no
metabolismo oxidativo (223) e a haploinsuficiéncia, foi sugerido ter papel essencial

nos fendtipos destes pacientes. Sendo assim, outros estudos precisam ser
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realizados no sentido de se investigar a contribuicdo desta alteracdo para o

desenvolvimento do CC.
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Figura 15. Exame de CMA na paciente ACC41, visualizado pelo ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EUA),
mostrando a delecdo (barra vermelha na parte superior) afetando 13,4 Mb da regido citogendmica de
Xp22.2-p22.33 (168,551-13,577,093), na qual a permite correlacionar o gene HCCS como o provavel
responsavel malformag6es do CC na paciente. Exame realizado na plataforma CytoScan 750k Array
(Affymetrix, EUA).
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5.4.9 Paciente ACC42

A paciente ACC42, de 1 ano e 10 meses, possui hipoplasia do CC visualizada
por TC de encéfalo, caridtipo 46,XX(9gh+), apresentando ADNPM, dificuldade na
ingestao de alimentos solidos, dismorfias faciais (microcefalia, hipertelorismo ocular,
base nasal larga, sulco nasolabial apagado), pescoc¢o curto, anomalias nas maos e
nos pés, e fosseta sacral.

O exame de CMA revelou uma microdelecdo em 6g27 (168,211,952-
170,914,297), com tamanho de 2,7 Mb e afetando 22 genes no total (Figura 16).
Apesar de ser uma CNV herdada do lado paterno, esta regido apresenta o gene
ERMARD (OMIM: 615532), também conhecido por C6orf70, que foi descrito em um
estudo com 155 pacientes, dos quais 12 apresentavam delecbes de 6q27 e
alteracdes no CC, dentre outras dismorfias (224). Estudo recente realizado por
Peddibhotla e colaboradores (225) evidenciou também a importancia da dele¢cdo em
6027 como causadora de malformacdes cerebrais incluindo ACC. Eles registraram
distirbios de migracdo neuronal em 9 dos 12 pacientes analisados, incluindo
heterotopia nodular periventricular e ACC associados a haploinsuficiéncia de
ERMARD. No DECIPHER existem dois registros (n°253900 e 292073) com
segmentos de 6027 deletados e que, apesar de serem maiores que o0 da paciente
ACC42, ambos apresentam hipoplasia de CC.

Diante de tais circunstancias e dos relatos na literatura, o quadro de alteracées
cerebrais da paciente ACC42 deriva, provavelmente, da delegcdo de 6927 e o gene
ERMARD é o candidato mais indicado para ser a causa de alteracbes no

desenvolvimento do CC.
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Figura 16. Exame de CMA na paciente ACC42, visualizado pelo ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EUA),

mostrando a delecdo (barra vermelha na parte superior) afetando 2.7 Mb da regido citogenémica de
60927 (168,211,952-170,914,297), na qual esta presente o gene ERMARD que possui provavel papel
no surgimento das alterag6es do desenvolvimento do CC. Exame realizado na plataforma CytoScan

750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.4.10 Paciente HUB5

A paciente HUB5 é um menina com 12 anos de idade, possui cariotipo 46,XX,
DCC visualizada por TC de encéfalo, e ADNPM (dificuldade para andar
principalmente), dismorfias faciais (rosto alongado, epicanto bilateral, perfil facial
achatado, nariz hipoplasico) e de membros (quirodactilia nas maos, pés para dentro,
ponta dos dedos afilados) com suspeita clinica para a Sindrome de Kabuki (MIM
#147920).

A CMA visualizou uma microdelecdo de novo em 3013.2-q13.31 (112,144,025-
115,504,240) de 3.3 Mb, afetando 29 genes (Figura 17). Esta regido é,
normalmente, associada a Sindrome da delecédo 39q13.31 (MIM #615433), na qual o
gene GAP43 (OMIM: 162060) exerce um papel direto na regulagdo axonal
modulando a formacéo de novas conexdes (226). Além disso, os individuos afetados
por esta sindrome normalmente apresentam alteracdes no CC que sustentam a

suspeita de seu envolvimento no quadro clinico da paciente HUB5.
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Figura 17. Exame de CMA na paciente HUB5, visualizado pelo ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA),
mostrando a dele¢édo (barra vermelha na parte superior) encontrada com 3,3 Mb de tamanho na
regido citogendmica de 3q13.2-q13.31 (112,144,025-115,504,240), na qual o gene GAP43 é o
candidato mais indicado para as alteragcbes do CC encontradas na paciente. Exame realizado na
plataforma CytoScan 750k Array (Affymetrix, EUA).
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5.5 CNVS POTENCIALMENTE PATOGENICAS:

5.5.1 Paciente ACCG6

A paciente ACC6, 8 anos e 8 meses de idade, possui ACC parcial, cariotipo
46,XX, e diversas dismorfias tais como RM com reducdo da substancia branca
parieto-ociptal, dilatacéo ventricular, atraso motor e cognitivo, crises convulsivas até
os 5 anos tratadas com medicamentos, dismorfias faciais (hipertelorismo, estrabismo
divergente, fendas palpebrais obliquas para baixo, epicanto bilateral, hipoplasia da
face média, sobrancelhas ralas, assimetria facial discreta, baixa implantagéo bilateral
de orelhas, dentes com ma ocluséo), implantacéo baixa de cabelos na regido nucal,
pregas palmares apagadas e discreta clinodactilia de 5° dedo bilateral, pé plano,
pectus excavatum, hipotireoidismo aos 3 anos, RM de encéfalo sugestivo de cisto da
bolsa de Rathke hipofisario e macrossomia.

A andlise por CMA indicou microduplicacdo de 426 Kb envolvendo a regido
gendmica de 1p36.33p36.32 (2,116,349-2,542,740) afetando 15 genes (Figura 18),
dos quais 8 possuem associagcbes com morbidades descritas no OMIM: PRKCZ
(176982), Clorf86 (615183), SKI (164780), PEX10 (602859), PLCH2 (612836),
PANK4 (606162), HES5 (607348), TNFRSF14 (602746). Destes genes o SKI € um
dos que mais influenciam diretamente nos processos de formacéo do CC visto que é
responsavel pela manutencao de grupos de células indiferenciadas e especificacédo
dos neurdnios calosais (227). Mas nos casos descritos na literatura enfocam na
haploinsuficiéncia do gene SKI, que nas delecGes de 1p36 possuem impacto direto
na ACC, como foi observado recentemente por meio da interacdo génica no
processo de especificacdo da projecdo de neurdnios calosais (227). Classicamente
essa regido possui descricoes relacionadas com alteragcdes na estrutura do CC
envolvendo a Sindrome da dele¢cédo de 1p36 (OMIM: 607872). Como o caso desta
paciente envolve uma duplicacdo, a investigacdo de genes sensiveis a dose nesta
regido poderia auxiliar a entender o papel patogénico desta CNV. A maioria dos
casos descritos para esta regido envolvendo ACC tem etiologia das alteracbes
baseada na haploinsuficiéncia génica e ndo no ganho de fungcéo ou de mecanismos
envolvendo dominancia negativa. Existem exemplos na literatura de casos de genes

dominantes cuja delecdo promove o surgimento de um fendétipo patogénico (228,
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229) e casos envolvendo a complexa formagdo do CC ainda ndo foram

estabelecidos.
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Figura 18. Exame de CMA, visualizado pelo software ChAS versdo 3.0 (Affymetrix, EUA), da

microduplicacéo (barra azul na parte superior) encontrada na paciente ACC6, com tamanho de 426
Kb afetando a regiéo citogendmica de 1p36.33p36.32 (2,116,349-2,542,740).
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5.5.2 Paciente ACC12

O caso da paciente ACC12 de 2 anos e 8 meses envolve ACC parcial, cariétipo
46,XX, e diversas dismorfias associadas tais como fronte ampla, cabelos
implantacdo alta, implantacdo profunda dos olhos, fenda palpebral para baixo,
sobrancelhas arqueadas, raiz nasal larga e baixa, dorso reto, ponta bulbosa, narinas
antervertidas, malformac6es em dedos da mao direita, agenesia da falange média e
distal da mao esquerda, manchas hipercrémicas lineares em membro superior
esquerdo, malformacado epidérmica lombar, anus anteriorizado. Apresentou quadro
de mielomeningocele réta, sepse neonatal e brida amnidtica. A suspeita clinica era
de sindrome do complexo da desorganizacdo embrionaria.

A andlise por CMA revelou uma duplicacéo de novo 11p15.5 (372,355-538,463)
de 166 kb afetando 8 genes na regido (Figura 19), dos quais 5 possuem descri¢cdo
associada a alteracdes fenotipicas ho OMIM: PKP3 (605561), SIGIRR (605478),
PTDSS2 (612793), RNH1 (173320), HRAS (190020). Sabe-se que esta € uma
regido gendbmica que esta associada com diversas sindromes que possuem
correlagcdo com ACC, porém a CNVs descritas ndo se sobrepdem na mesma area de
11p15.5. Portanto, visto que ocorre proximidade com uma regido tdo importante para
alteracbes do neurodesenvolvimento, pode ser que 0s genes encontrados ali

também ajudem a regular o funcionamento de outros patogénicos proximos.
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Figura 19. Representacao gréfica, visualizada pelo software ChAS versédo 3.0 (Affymetrix, EUA), da

microduplicacdo (barra azul na parte superior) encontrada pelo exame de CMA na paciente ACC12,

afetando 166 Kb da regido citogendmica de 11p15.5 (372,355-538,463).
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5.5.3 Paciente ACC38

O caso da paciente ACC38 envolve uma recém-nascida de um més de vida,
com ACC completa visualizada por USTF, com cariétipo 46, XX e um quadro
sindrdbmico que incluia microcefalia, hipotonia sem sustento cefalico, multiplas
anomalias da face (fendas palpebrais obliquas para cima, cilios longos, baixa
implantacdo das orelhas, filtro nasolabial curto, implantacdo capilar baixa,
hipertricose frontal), anomalias nos membros (clinodactilia de 5° dedos nas méaos e
pés, assimetria de membros), distdrbios de degluticdo e queratoderma generalizada.

O exame de CMA revelou a presenca de uma delecédo de 1 Mb em 22q11.21
(20,716,876 - 21,800,471), onde acaba afetando um grupo de 24 genes, dos quais
se destaca 0 gene SNAP29, por sua provavel correlacdo com o fenétipo da paciente
sugerindo ser um caso de Sindrome de CEDNIK (MIM #609528) (Figura 20). Porém,
a CMA dos genitores correlacionou a mesma CNV presente no pai, sugerindo assim
um mecanismo a ser esclarecido de heranga autossdmica recessiva para a doenca.

Sindromes neurocutaneas representam um grupo vasto e heterogéneo de
desordens caracterizadas por manifestacfes neuroldgicas e dermatolégicas. Por
meio do mapeamento da homozigose em duas grandes familias, Sprecher e
colaboradores (230) localizaram o gene da doenca em 22g11.2 e identificaram, em
todos os pacientes, delecdo em SNAP29, o qual codifica um receptor protéico
envolvido em fusdo de vesiculas. A expressdo de SNAP29 foi diminuindo na pele
dos pacientes, resultando em maturacdo anormal de granulos lamelares e,
consequentemente, na localizacdo errada dos lipidios epidermais e proteases.
Assim como a paciente ACC38, os pacientes do estudo de Sprecher compartilham
diversas dismorfias faciais, microcefalia, xeratoderma, e diferentes niveis de
anomalias no CC com displasia cortical, paquigira e polimicrogiria, combinado com
grave ADNMP. Segundo Sprecher e colaboradores (230), a diferenciacao epidermal
€ dependente da localizacao espacial correta de lipidios e enzimas proteoliticas que
vao contribuir para formarem uma barreira na pele e mediar a descamacéo. No caso
da Sindrome de CEDNIK, a distribuicdo e localizacdo incorreta destes elementos
provocam os problemas epiteliais verificados. Além disso, o gene SNAP29 patrticipa

de processos durante o desenvolvimento do cérebro, crescimento axonal,
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sinaptogénese e neurotransmisséao, fatores que estdo diretamente relacionados com
ACC (231).

Outros estudos estdo focados em entender a regido critica e 0s genes
responsaveis pelos fendtipos compartilhados entre as diversas sindromes no que
ficou conhecido como Sindrome da Delecdo 22q11.2. Estudos para tentar entender
a contribuicdo das delecbes nesta regido para a arquitetura neuronal descobriram
gue genes que estdo localizados fora da regido de 1,5 Mb, mas dentro da regido de
3 Mb de 22ql1l1.2 deletada podem contribuir para as manifestacdes neuronais.
Dentre estes genes, encontra-se SNAP29 que modula a funcdo da maquinaria que
media a fusdo de membranas, passo essencial para reciclagem de vesiculas
sinapticas. Baixos niveis de SNAP29 em neurbnios primarios afetam a transmissao
sinaptica (232), enquanto mutacdes truncadas homozigotas do gene provocam
displasia cortical (233) e anormalidades no CC. A deficiéncia de outro gene (CRKL)
na regido de 3Mb pode afetar os processos de sinalizacdo celular envolvendo
proteinas da matriz extracelular que sdo fundamentais para o posicionamento e
migracdo neuronal durante o desenvolvimento cerebral (230).

No entanto, ainda permanecem desconhecidos quando um destes genes esta
haploinsuficiente em 22g11.2. Desta forma, a paciente ACC38 pode ter herdado
uma copia mutada de SNAP29 do lado materno ou ter ocorrido uma mutacao de
novo de tal forma que sem a copia do alelo, por conta da delecdo herdada do pai, a
paciente torna-se um excelente modelo para o entendimento do mecanismo de

heranca dessa condicao.
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Figura 20. Representacgédo grafica, visualizada pelo software ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA), da
delecao (barra vermelha) encontrada pelo exame de CMA na paciente ACC38, afetando 1 Mb da
regido citogenbmica de 4p del 22¢g11.21 (20,716,876-21,800,471), na qual o gene SNAP29,
relacionado com a Sindrome de CEDNIK, sugere envolvimento nas alteracdes do desenvolvimento
do CC.
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5.6 CNVS VOUS

Um desafio imposto pelos estudos de CMA atualmente é a identificacdo de
CNVs para as quais existe pouca ou nenhuma informacéo clinica. Esses achados,
classificados de VOUS, podem representar dificuldade de interpretacdo e
compreensao tanto por parte do profissional que realiza 0 exame quanto pela familia
do individuo afetado. Um detalhe que chama atencéo, é que o aumento no niamero
de sondas do array n&o levou necessariamente a um aumento equivalente no
rendimento diagndstico. Por exemplo, comparando um chip de 44k com um de 180k
0 aumento real no rendimento diagnostico € de apenas 3% (234).

Importante observar que uma das principais dificuldades de se interpretar as
VOUS séo algumas caracteristicas que podem sugerir uma relacdo causal ou nao
com o quadro clinico do paciente. A VOUS possivelmente patogénica ocorreria
quando houvesse descri¢cdo de um unico caso com a mesma CNV, e este caso seria
bem caracterizado, tanto do ponto de vista citogendmico como clinico, e teria
relacdo com os achados do paciente. Também seria considerada possivelmente
patogénica uma CNV gue possuisse um gene com funcado relevante e especifica
associada ao feno6tipo do paciente. Por outro lado, a VOUS possivelmente benigna
ocorreria quando se registrasse uma CNV sem genes ou descrita tanto em pacientes
como em controles nos bancos de dados, mas que ndo chegasse a ter niamero
suficiente para ser um polimorfismo. E, finalmente, a VOUS sem especificacdo seria
quando a CNV contivesse genes, mas que nao se sabe se sdo sensiveis a dosagem
ou se h& descricdo de forma contraditoria na literatura, ndo havendo ainda uma
correlacdo clinica significativa com alguma patologia. Caso ndo seja possivel
identificar a origem paterna da CNV, ela também pode ser classificada neste grupo
(234).

Nos pacientes ACC7, ACC28, ACC33, e HUB 3 encontramos CNVs (Tabela 9)
para as quais ndo puderam ser elencadas sugestbes de genes ou fendmenos
genéticos que explicassem o fendtipo do paciente. Desta forma classificamos estas
alteracées como de significado clinico desconhecido (VOUS) em virtude da falta de
informacgdes na literatura que pudessem ajudar em alguma hipoétese e falta de outros
pacientes com alteracdes fenotipicas similares nos bancos de dados.

O paciente ACC7 possui uma microdelecéo, de origem materna, com 402 Kb
na regido 16923.3 (82,521,529-82,923,743) (Figura 21). Esta alteracdo afeta a parte
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inicial do gene CDH13, afetando os trés primeiros introns. Este gene codifica uma
proteina receptora de membrana envolvida em processos de sinalizagao celular em
vias metabdlicas cuja disfuncdo estd associada a tumores de mama e de pulméao,
portanto, sem correlagdo com disturbios do CC até o momento. O paciente possui
ACC completa visualizada por meio de duas USTF diferentes, quadro clinico registra
nascimento prematuro com 36 semanas de gestacao, hemorragia pulmonar, acidose
metabdlica, anomalias faciais (fendas palpebrais retas, leve hipertricose frontal,
hemangioma no ocipto e na narina, orelhas com sobredrobramento de hélice e
rodadas a esquerda), pescoco curto, hiperextensibilidade articular nas maos, peés
planos, alteracdes gastrointestinais (estbmago a direita e duodeno a esquerda,
intestino grosso a direita, regurgitacdes frequentes). Existem alteracfes clinicas na
mae tais como diabetes mellitus tipo I, insuficiéncia renal cronica e deficiéncia visual,
além do exame da CMA que detectou a microdelecéo transmitida ao filho. E no pai
que, por sua vez, possui deficiéncia visual grave, microftalmia, orelhas com baixa
implantagéo, aracnodactilia e hiperextensibilidade articular nas mdos com CMA sem
alteracdes. Em ambos os parentais ndo foi possivel investigar a presenca ou ndo de

alteracdes no CC.

3
Figura 21. Representagdo grafica, visualizada pelo software ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA), da
duplicacdo (barra azul), de origem materna, encontrada pelo exame de CMA no paciente ACC7,
afetando 402 Kb da regido citogenémica de 16923.3 (82,521,529-82,923,743), onde se encontra o
gene CDH13.
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O paciente ACC28 apresenta uma microduplicacdo, de origem paterna, na
regidao de 6q15 (90,172,098-90,386,150) com tamanho de 214 Kb e afetando trés
genes (Figura 22). Destes o mais comprometido pela duplicacdo seria 0 gene
ANKRDG6, cuja fungéo sugerida por estudos em modelos animais aponta para o
envolvimento na ativagcdo dos movimentos de gastrulacdo. O paciente apresenta
ACC completa, visualizada por TC de cranio, além de ter ficado internado em UTI
neonatal e necessitado de reanimacao pos-parto. Apresenta diversas alteracdes tais
como hidrocefalia, hemimegaencefalia esquerda, displasia cortical, ndo possui
sustento encefalico, apresenta ADNPM, convulsdes, dismorfica faciais (fendas
palpebrais longas obliquas para cima, nistagmo com desvio ocular a direita, Ulcera
de cornea, baioxa implantacdo e rotacdo posterior das orelhas, apéndice pré-
auricular a direita, assimetria facial com lado direito maior que o esquerdo,
micrognatia, sobrancelhas levemente arqueadas, raiz nasal baixa e ponta bulbosa
do nariz), anomalias nos membros (polidactilia, pés com implantagcdo anormal dos
dedos, sulcos profundos), hepatomegalia, e episodios de hipoglicemia quando
estava sem hidratacdo venosa. Nao foi possivel analisar os parentais apds o0 exame

da CMA que constatou esta duplicacdo que o pai transmitiu ao filho.
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Figura 22. Representagdo grafica, visualizada pelo software ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA), da
duplicacdo (barra azul), de origem paterna, encontrada pelo exame de CMA no paciente ACC28,
afetando 214 Kb da regido citogenémica de 6q15 (90,172,098-90,386,150), onde se encontra o gene
ANKRDSG6.
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A paciente ACC33, possui ACC completa visualizada por TC de cranio, e o
exame de CMA detectou uma microdelecdo em Xg21.1 (76,915,402-76,946,445)
com tamanho de 31 Kb afetando apenas parte do gene ATRX (Figura 23). Este
gene codifica uma helicase que além de regular a expresséao génica interagindo com
a heterocromatina, sua mutacdo esta associada com algumas formas de deficiéncia
intelectual e com a Sindrome de Rett (MIM #312750). Estudos com culturas de
células e com modelos animais sugerem que este papel esteja correlacionado com
sua funcdo em processos nucleares e interacfes dosagem dependente com outras
proteinas. A paciente possui um quadro clinico complicado que envolve encefalocele
occipital, assimetria craniana, cerebral e ventricular, anomalias faciais
(hipertelorismo, fendas palpebrais obliquas para cima, coloboma de iris, implantacéo

baixa das orelhas que estdo rodadas para tras, hipoplasia de hélice, fenda labio-

palatina, raiz nasal baixa e larga) e pescoco curto.
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Figura 23. Representagéo grafica, visualizada pelo software ChAS versédo 3.0 (Affymetrix, EUA), da
delecdo (barra vermelha), encontrada pelo exame de CMA na paciente ACC33, afetando 31 Kb da
regido citogendémica de del Xg21.1 (76,915,402-76,946,445), onde se encontra o gene ATRX.

E, finalmente, o paciente HUB3 apresentou ao exame da CMA uma
microduplicacdo de 691 Kb na regido de 16pl12.2 (21,740,199-22,431,031) afetando
dez genes no total (Figura 24). Destes, o0 gene EEF2K possui um papel melhor

estabelecido no tecido neural com sua proteina, evolutivamente conservada,
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atuando como uma enzima quinase reguladora do movimento dos ribossomos ao
longo do mRNA durante a traducdo em células eucaritticas. O paciente possui uma
ACC completa, visualizada por meio de RMN de cranio e encéfalo, com quadro
clinico que envolve deficiéncia intelectual, grave ADNPM, hiperplasia do epitélio
pigmentado da iris, estrabismo convergente e obesidade morbida que se iniciou no
primeiro més de vida.
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Figura 24. Representagéo grafica, visualizada pelo software ChAS verséo 3.0 (Affymetrix, EUA), da
duplicacdo (barra azul) encontrada pelo exame de CMA no paciente HUB3, afetando 691 Kb da
regido citogendmica de 6g15 (90,172,098-90,386,150), onde se encontra o gene EEF2K.
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5 CONCLUSOES

A taxa diagndstica encontrada neste estudo (24%) demonstrou que a CMA é
um meétodo diagndstico bastante eficiente para estudar a causa genética de

disturbios do desenvolvimento envolvendo o CC.

Com relagédo aos sinais e sintomas que obtiveram maior taxa de diagndstico
destacam-se efetivamente a ACC parcial (41%), DI (30%), dificuldade no
aprendizado e anomalias oftalmolégicas com 28% cada e dificuldades na fala
com 27%.

A CMA revelou que 32% dos individuos apresentaram pelo menos uma CNV
nao descrita no DGV, que foi analisada quanto aos possiveis mecanismos de

heranca e potencial patogénico.

Por meio da CMA foi possivel comprovar que em 50% dos individuos as

alteracdes numéricas encontradas eram de novo.

Do total de individuos com CNVs ndo descritas no DGV, 64% apresentaram
somente microduplicacdes e/ou microdelecbes que nao poderiam ser

detectadas pela citogenética convencional.

De um total de 19 CNVs avaliadas, 76% sao patogénicas (10) ou
potencialmente patogénicas (3), pois apresentaram uma Unica alteracdo que foi
suficiente para determinar ou associar a patologia, incluindo as anomalias do
CC.

24% das CNVs raras analisadas foram interpretadas de significado clinico
desconhecido ou VOUS.

Dentre as CNVs patogénicas e potencialmente patogénicas estamos propondo
um grupo de 13 genes candidatos diversos cujas funcbes nem sempre
estiveram ligadas ao desenvolvimento alterado do CC: WT1 (607102), PAX6
(194072), NCAM2 (602040), WHSC1 (602952), CRBN (609262), SETD5
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(615743), SOX2 (184429), ZIC2 (603073), NALCN (611549), HCCS (309801),
ERMARD (615532), GAP43 (162060), SNAP29 (604202). Além disso, estamos
propondo mais estudos para se estabelecer a regido critica de 5 regides
citogendémicas cujas CNVs podem ter associacdo com o desenvolvimento do
CC: microduplicacdo em 1p36.33, duplicacdo em 5p15.33g11.1, microdelecao
em 8qg12.1, e microduplicagdo em 11p15.5
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ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA
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Titulo: “Investigagao da etiologia do retardo mental sindrémico".
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PARECER
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1. Modificagoes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagao imediata

de eventos adversos graves;

=

O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periddicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM.

Brasilia, 26 de Novembro de 2009.

rof'. Elaine Maria de Olivetrd Alves
Coordemadora do Comité de Etica em Pedquisa
Faculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-900
Telefone/Fax: (61) 3307 2276
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

A pesquisa intitulada “Investigag@o da etiologia do retardo mental sindromico” pretende investigar a relagdo entre as
alteracfes cromossomicas e o quadro clinico dos portadores.

Voce estéa sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite contém informagdes sobre a
pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragéo neste estudo sera de grande importancia. Para a realizagdo da pesquisa seréa
necessaria a retirada de 4 a 8 mL de sangue de uma das veias do antebraco do paciente e seus genitores para exame feito
rotineiramente no laboratério. Este procedimento de coleta de sangue sera realizado por pessoa qualificada, é de risco
minimo para a salde podendo, entretanto, provocar pequeno desconforto. Resultando o teste positivo, sera garantido um
relatorio explicativo sobre esta condicao.

A Professora Doutora Iris Ferrari ¢ a pesquisadora responsavel pelos procedimentos envolvidos, bem como da
utilizacdo dos dados produzidos durante a realizacdo desta pesquisa. A identidade do paciente serd mantida em segredo
absoluto no caso de qualquer forma de divulgacdo desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa ndo resultara em qualquer prejuizo presente ou futuro na prestacéo de
assisténcia profissional pela equipe do Servico de Genética Clinica do HUB, ficando também ressaltado que, mesmo apds a
assinatura do presente termo de consentimento, podera abandonar a pesquisa a qualquer momento.

Os exames e coleta de sangue para andlise so serdo realizados se houver concordancia em participar deste estudo.
Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsavel assine o presente documento que sera entregue em duas vias,
uma para 0 paciente e outra que sera mantida no Laboratorio de Genética Clinica da Faculdade de Medicina - UNB.
Participando desta pesquisa, estara ajudando no diagnostico, aconselhamento genético e melhor entendimento das causas do
retardo mental.

Eu, ,profissdo
residente e domiciliado
em , portador da Cédula de Identidade, RG
, e inscrito no CPF/MF nascido(@y em _ / [/, abaixo

assinado(a), concordo de livre e espontdnea vontade com a participagdo de meu (minha) filho(a)

no estudo “Investigacdo da etiologia do retardo
mental sindrdmico”, e afirmo que obtive todas as informagdes que considero necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:

() Concordo que sejam incluidas em publicacgdes cientificas, se necessario.

() Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da satde.

() Néo concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicag¢do ou apresentagao.

Brasilia, de de20

Assinatura do participante

Dra. Iris Ferrari
Pesquisadora responsavel
Telefone para contato: (61) 3307 2505
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