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RESUMO

Introducdo: As malformacfes cerebrais sdo defeitos morfologicos do cérebro
causadas por um processo intrinsecamente anormal. Os sintomas apresentados pelos
pacientes sdo bastante variados, dependendo do tipo de malformacdo e de sua
severidade. O desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) é complexo,
envolvendo varios genes que interagem entre si e também envolvendo uma relagdo com
o ambiente. Entre as possiveis causa das malformagfes cerebrais estdo as alteragbes
genéticas. A analise cromossémica por microarray (CMA) detecta principalmente
delecdes e duplicacbes no genoma e tem se mostrado uma técnica com alta taxa
diagndstica. Estudos que avaliam a contribuicdo genética para a formacdo do SNC séo
importantes para o melhor entendimento do neurodesenvolvimento como um todo.
Objetivo: O objetivo geral do presente projeto foi identificar regibes gendmicas
associadas a malformacdes cerebrais heterogéneas através da andlise de alteracdes
cromossémicas submicroscépicas por CMA, de forma a se estabelecer uma relacéo
gendtipo-fendtipo. Métodos: A técnica de CMA foi realizada em 21 pacientes com
malformacfes cerebrais diversas. A plataforma utilizada foi a CytoScan™ 750k
(Affymetrix, EUA) e a analise foi realizada por meio do software Chromossome Analysis
Suite (ChAS), do mesmo fabricante. Resultados: Dos 21 pacientes investigados, oito
apresentaram alteragfes identificadas na CMA. Dentre os oito, cinco possuiam uma
alteracdo classificada como patogénica ou potencialmente patogénica, capazes de
explicar o fenétipo do paciente. Os demais pacientes (n=3) possuiam alteracdes
interpretadas como variantes de significado incerto (VOUS). Neste estudo, a taxa
diagnostica da CMA foi de 23,8%. Conclusdo: A CMA é uma técnica com alta taxa
diagnostica para pacientes que apresentam malformacdes cerebrais e pode ser utilizada

como técnica inicial para a investigacao genética neste grupo.

Palavras-chave: malformacdo cerebral; deficiéncia intelectual; delecéo;
duplicacdo; CNV; CMA; microarray.



ABSTRACT

Introduction: Brain malformations are morphological defects of the brain caused by
an intrinsically abnormal process. The symptoms presented by the patients are varied,
depending on the type of malformation and its severity. The development of the central
nervous system (CNS) is complex, involving several genes that interact with each other
and that can sometimes be modulated by environmental factors. Among the possible
causes of brain malformations are genetic alterations. Chromosome microarray analysis
(CMA) is a technique able to detect mainly deletions and duplications with a suggested
high diagnostic rate. Studies evaluating the genetic contribution to CNS formation are
important for a better understanding of neurodevelopment as a whole. Objective: The
objective of the present project is to identify genomic regions associated with
heterogeneous brain malformations by analyzing submicroscopic chromosomal changes
through CMA and establishing a genotype-phenotype relationship. Methods: The CMA
technique was performed in 21 patients with diverse brain malformations. The platform
used was CytoScan™ 750k (Affymetrix, USA) and the analysis was performed using the
Chromosome Analysis Suite (ChAS) software, from the same manufacturer. Results: Of
the 21 patients investigated, eight presented alterations identified in the CMA. Among the
eight patients, five had an alteration classified as pathogenic or potentially pathogenic,
capable of explaining the patient's phenotype. The remaining patients (n=3) had
alterations interpreted as variants of uncertain significance (VOUS). In this study, the
diagnostic rate of the CMA was 23,8%. Conclusion: CMA is a technique with a high
diagnostic rate for patients with cerebral malformations and can be used as the initial
technique for genetic research in this group.

Keywords: brain malformation; intellectual disability; deletion; duplication; CNV;

CMA; microarray.
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1. INTRODUCAO

Defeitos congénitos relacionados a malformacdo do sistema nervoso central
(SNC) tém sido motivo de investigacOes cientificas desde periodos remotos da historia
humana. Atualmente, apesar do avango do conhecimento nas areas de ciéncias médicas
e biologicas, a etiologia de anomalias congénitas da medula e encéfalo, ou anomalias
congénitas do SNC, ainda é pouco compreendida (1).

A formacao do sistema nervoso se inicia na 32 semana do desenvolvimento, apés
a gastrulacao, e continua a se desenvolver mesmo apds o0 nascimento, com a maturacao
da mielinizac&o aos trés anos de idade (2). Fatores intrinsecos e extrinsecos séo capazes
de perturbar a formacdo normal do SNC, causando malformacgdes. Entre os fatores
intrinsecos conhecidos estédo as alteragcfes genéticas submicroscoépicas (3).

A andlise cromossdmica por microarray (CMA) é capaz de detectar alteracdes
submicroscopicas, com alta taxa diagnostica. A identificacdo de genes e regides
gendmicas associados a formacdo do SNC contribui para o melhor entendimento do

neurodesenvolvimento como um todo.

1.1 DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

O SNC é constituido pelo cérebro e pela medula espinhal, sua formacéo se inicia
a partir da 32 semana do desenvolvimento (4,5), no processo de neurulacdo, composto
de quatro estagios: formacéao da placa neural, modelamento da placa neural, dobramento
da placa neural e fechamento do sulco neural (6).

Durante a neurulacdo, a notocorda libera a proteina Sonic Hedgehog (SHH) e
induz células do ectoderme dorsal adjacente a expressarem um conjunto de genes

especificos, que levam tais células a se diferenciarem das demais. Essa inducédo envolve
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sinais que inibem a transformacdo da ectoderme de superficie em epiderme. Essas

células, chamadas de células da neuroectoderme, entdo se alongam e formam a placa

neural (6) (Figura 1,A).

Limite da
placa neural

A Ectoderme
ndo-neural

Neurcectoderme

Mesoderme ‘
paraxial

Cc

Notocorda

Figura 1. Quatro estagios da neurulagdo. Modificado de (7).

Apos a formacao da notocorda, esta exerce um efeito indutivo nas células da placa

neural, alterando o formato das células e a expressao de moléculas de adesao, tanto nas

pregas neurais, como no sulco neural (6) (Figura 1, B). Posteriormente, a placa neural se
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alonga no sentido rostral e as bordas laterais situadas na juncdo da ectoderme de
superficie ndo-neural (pregas neurais) se levantam dorsalmente para formar o sulco
neural (6).

As pregas neurais se aproximam e se soldam, formando um tubo longo, que sera
internalizado dorsalmente, e recoberto pela ectoderme de superficie (Figura 1, C e D).
Este tubo, o tubo neural, serd o primordio do SNC. Assim, a partir de uma estrutura plana,
ocorre a formacao de um tubo interno composto por células originadas da ectoderme e
coberto pela epiderme dorsal. O tubo neural comeca seu fechamento na regido do quarto
somito e nas direcdes caudal e cranial, formando o neuroporo anterior e posterior (4). O
neuroporo anterior é fechado inicialmente, por volta do 24° dia apds a fertilizacdo, sendo

seguido pelo neuroporo posterior, que se fecha em torno do 28° dia (8).

Um conjunto de células especificas da por¢ao dorsal do tubo neural delaminam e
migram para regifes diferentes no embrido (Figura 1, D, em verde). Essas células,
denominadas células da crista neural (6,9), sdo capazes de se diferenciar em outros
tecidos, como por exemplo em tecido cartilaginoso, ésseo e conjuntivo, e tém atraido
atencdo por essa capacidade de criar diferentes linhagens celulares, além de sua

capacidade de migragao.

Com o tubo neural formado, as células que o comp&em se diferenciam de acordo
com o gradiente de morfégenos liberados pelas estruturas adjacentes. Morféogenos séo
moléculas que direcionam a diferenciacéo celular de acordo com sua concentracdo. Os
dois principais morfégenos liberados sdo a proteina SHH, expressa pelas células da
notocorda, que promove a ventralizacdo do embrido; e a proteina 6ssea morfogenética
BMP (do inglés, bone morphogenetic protein), pela ectoderme, que promove a
dorsalizacao (6) (Figura 2). A liberacdo desses dois morfégenos ativa a expressao de
diferentes genes, entre eles, os genes Hox (Homeo BoXx), responsaveis entre outras

funcdes, pela padronizagéo do corpo do embrido (10,11).
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Shh Ventral

Figura 2. Diagrama de uma secc¢do transversal da medula espinhal em desenvolvimento. Diferentes subtipos
de progenitores neurais se distribuem em uma ordem especifica no eixo dorsoventral. Esse padréo € estabelecido pela
acdo de gradientes de morfégenos: SHH, secretado pela notocorda (N) e pela placa do assoalho (PA), Wnts e BMPs,
produzidos pela placa do teto (PT) e acido retinoico (AR), pelos somitos adjacentes. Modificado de (12).

A diferenca de concentracdo de morfégenos leva ndo somente a uma
diferenciacao celular, mas também a uma multiplicacdo celular distinta ao longo do tubo.
A consequéncia desta divisdo celular ndo uniforme € o espessamento de regides
especificas que formardo as diferentes vesiculas encefalicas primarias: o prosencéfalo
(mais anterior), o mesencéfalo (em posi¢cdo intermediaria) e o rombencéfalo (mais
posterior) (5) (Figura 3, A). Na sequéncia, a vesicula do prosencéfalo se divide em duas
novas vesiculas, o telencéfalo e o diencéfalo, assim como o rombencéfalo dara origem
ao metencéfalo e o mielencéfalo. O mesencéfalo permanece como uma Unica vesicula
(Figura 3, B).



19

. 2 @\ _ Cérebro
- @
= Prosencéfalo Telencéfalo — < st R'ehna neural
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Figura 3. Diferentes estagios do desenvolvimento do SNC: A) SNC com vesiculas encefélicas primérias: o
prosencéfalo, o mesencéfalo e o rombencéfalo. B) SNC com vesiculas encefdlicas secundarias: a vesicula do
prosencéfalo se divide em telencéfalo e diencéfalo; o rombencéfalo se divide em metencéfalo e mielencéfalo, e o
mesencéfalo permanece como uma Unica vesicula. C) Flexuras cefalica e cervical se formam. D) Em seguida, ha a
formacéo da flexura pontina. As flexuras contribuem para o formato anatémico final do SNC. Modificado de (13).

A medida em que as vesiculas crescem, o encéfalo perde sua forma longilinea e
se curva ventralmente gracas as flexuras (Figura 3, C). As flexuras mesencefalicas e
cervicais, respectivamente no mesencéfalo e entre o rombencéfalo e a medula, permitem
a forma arqueada ventral, enquanto a flexura pontina (em direcdo oposta), entre o
mielencéfalo e o metencéfalo, permitira a diferenciacdo da ponte e do cerebelo. Assim, o
cérebro adquire seu formato anatdmico que se assemelha ao da forma adulta, com o
telencéfalo envolvendo o diencéfalo, ambos na parte cranial, acima do mesencéfalo, e
com o metencéfalo e o mielencéfalo na regido caudal (Figura 3, D) (14).

Por volta de 4 semanas do desenvolvimento, o telencéfalo dara origem aos dois
hemisférios cerebrais; mais especificamente, 0s cortices cerebrais e estruturas

subcorticais, como hipocampo e bulbo olfatério. O diencéfalo originara a estruturas
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internas, como talamo, hipotalamo e hipofise (5). Além disso, a evaginacao lateral do
diencéfalo dard origem as estruturas oculares, por meio da formacédo das vesiculas
Opticas e, posteriormente, dos calices opticos (15). O mesencéfalo dara origem ao teto,
tegmento, aqueduto cerebral e a parte do cerebelo (16). O metencéfalo originara o
cerebelo e a ponte; j& o mielencéfalo originara o bulbo raquidiano. As estruturas do
mesencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo compéem o que se conhece como tronco
encefalico (17).

O cortex cerebral, formado a partir do telencéfalo, € uma estrutura complexa e
responsavel por varios processos cerebrais importantes, como memoria, linguagem,
cognicao e percepcéao dos sentidos. Possui seis camadas celulares, da mais externa para
a mais interna: molecular, granular externa, piramidal externa, granular interna, piramidal
interna e polimorfica, ou multiforme (18,19). A estrutura laminar cortical € definida na 82
semana de gestacdo e € nesse periodo também que se formam as primeiras sinapses
(5).

A migragao coordenada de células durante o processo de desenvolvimento cortical
€ essencial para que se posicionem nas regides corretas (20). Assim, no SNC, a
substancia branca esta localizada na parte interna do cérebro, enquanto a cinzenta esta
principalmente localizada na parte cortical (5). Por esse motivo, defeitos de migracao
celular podem ser identificados através da observacao de substancia branca ou cinzenta

fora de seu local tipico.

Por ultimo, um componente importante para o cérebro é o liquido cefalorraquidiano,
produzido pelo plexo coroide, nos ventriculos cerebrais (21). O sistema ventricular é
composto pelos dois ventriculos laterais, o terceiro e o quarto ventriculo. O liquido
cefalorraquidiano é importante para a homeostase, protecdo e eliminacdo de produtos
metabolicos do cérebro (22). Alteracbes no fluxo do liquido cefalorraquidiano pelo
sistema ventricular podem causar hidrocefalia e aumento de presséo intracranial.

O SNC é protegido por trés meninges. A mais proxima € a pia-mater, uma
membrana fina e delicada firmemente aderida ao cérebro e a medula espinhal. A segunda
meninge € a aracnoide, cujo nome deriva da sua aparéncia similar a uma teia de aranha.
Entre a pia-mater e a aracnoide existe um espaco preenchido pelo liquido

cefalorraquidiano, fornecendo amortecimento contra choques mecanicos. Por ultimo,
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proxima ao cranio, ha a dura-mater. A dura-mater € uma membrana grossa e dura e
consiste em duas camadas, uma afixada aos ossos do cranio, e outra camada interna
gue fica mais proxima ao cérebro. As meninges sao atravessadas por vasos sanguineos,
responsaveis por nutrir o cérebro e protegé-lo contra patégenos, através da barreira
hematoencefélica (23).

1.2 AS MALFORMACOES CEREBRAIS

Malformacé&o € um defeito morfolégico de um érgéo ou parte dele, causado por um
processo intrinsecamente anormal, como por exemplo as alteracdes genéticas, que estao

presentes desde a fecundacéao (24).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define malformacdes congénitas como
anomalias estruturais ou funcionais (que incluem disturbios metabolicos) que ocorrem
durante a vida intrauterina e, portanto, que estdo presentes ao nascimento. Entre as
possiveis causas estdo: defeitos de um unico gene, alteracdes cromossémicas, heranca

multifatorial, exposicéo a teratdgenos e deficiéncias nutricionais (3).

O cérebro é constituido pelas estruturas formadas a partir das cinco vesiculas
primarias: telencéfalo, diencéfalo, mesencéfalo, metencéfalo e mielencéfalo. Assim, as
malformacdes cerebrais (MC) sao defeitos morfoldgicos envolvendo tais estruturas, como
por exemplo, hemisférios cerebrais, tAlamo, hipotalamo, ponte e bulbo raquidiano (25). A
formacdo do SNC € um processo complexo em que varios fatores, tais como moléculas
sinalizadoras, precisam atuar de maneira organizada. Logo, qualquer evento que venha
a interferir neste processo pode resultar em defeitos no SNC. A incidéncia das MCs &
estimada como sendo presente em 1% dos individuos nascidos vivos (2).

As MCs sao altamente heterogéneas e podem apresentar quadros clinicos em
varios graus: de pacientes assintomaticos com agenesia completa de corpo caloso a

casos de holoprosencefalia alobar incompativeis com a vida (26,27). Os sintomas e o
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prognostico das malformacdes cerebrais variam de acordo com a gravidade da
malformacéo.

Existem cerca de 2000 tipos de MCs descritas, com incidéncia em torno de um
porcento dos nascidos vivos. As MCs brevemente descritas a seguir serdo classificadas
em quatro grupos, respeitando os estagios de formacédo temporal do SNC, dos estagios
mais iniciais para os mais tardios: defeitos de fechamento do tubo neural, defeitos de

separacao prosencefalica, defeitos de organogénese e defeitos de migragdo neuronal (2).

1.2.1 Defeitos De Fechamento Do Tubo Neural

Os defeitos de fechamento do tubo neural ocorrem entre a 32 e a 5% semana do
desenvolvimento, envolvem o cérebro e a medula espinhal e sdo um dos tipos de MCs
mais comuns (2,3). Falhas no fechamento do neuroporo anterior causam condi¢ces como
anencefalia e encefaloceles (Figura 4, A e B). A anencefalia € a auséncia total ou parcial
do cérebro, além da auséncia do cranio (3). As encefaloceles sdo hernia¢ées de tecido
nervoso, geralmente coberto pelas meninges, e podem se apresentar em varias regides,
tendo sua classificacdo de acordo com o local: encefalocele frontal, parietal, occipital,
orbital ou nasal (2,3). A severidade do quadro de encefalocele depende da quantidade

tecido herniado, que é considerado ndo-funcional (2).
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Figura 4. Defeitos do fechamento do tubo neural: A) Anencefalia, B) encefalocele occipital, C)
mielomeningocele lombar com hidrocefalia associada e D) craniorraquisquise. Modificado de (3).

Defeitos no fechamento do neuroporo posterior causam espinha bifida. A espinha
bifida € uma herniacdo de conteudo variado, coberta pela epiderme ou por meninge, e
gue pode se apresentar nas regides cervical, toracica, lombar ou sacral (Figura 4, C). Um
dos sinais comuns associados a espinha bifida é a hidrocefalia, em razdo da alteracédo
no fluxo normal do liquido cefalorraquidiano (3). Na mielomeningocele, parte da medula
espinhal e nervos projetam-se além das costas do individuo e podem causar perda de

sensacao ou paralisia nos membros inferiores (28). Na meningocele, observa-se um saco
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com fluido, mas sem conteldo nervoso projetado além das costas do individuo. Na
espinha bifida oculta, h4 uma pequena abertura na medula espinhal, mas ndo se observa
herniac&o. E possivel que haja alguma alteracéo leve na regido afetada, como um dimple
sacral ou hipertricose, mas geralmente essa condi¢cdo ndo causa sintomas notaveis (28).

Quando ha um defeito no fechamento de ambos 0s neuroporos, ocorre uma
condicdo denominada craniorraquisquise (Figura 4, D). O fenétipo apresenta-se como
anencefalia ligada a um defeito de fechamento da medula espinhal e auséncia das

meninges protegendo o tecido nervoso (3).

Suplementacédo com acido félico diminui a incidéncia de defeitos do fechamento
do tubo neural (29,30), porém, cerca de 30% dos casos ndo responde a suplementacéo
(31). Entre as causas dos defeitos de fechamento que ndo respondem a suplementacéo
encontram-se alteracfes genéticas, como heranca de um cromossomo inteiro e
alteracGes submicroscopicas. Além disso, uma mutacdo no gene MHTFR, envolvido no

metabolismo do &cido folico, foi associado a esse tipo de malformacao (31).

1.2.2 Defeitos De Separacdo Prosencefalica

A formacao das vesiculas cerebrais ocorre entre a 42 e a 102 semana de gestacao
(2,5). O prosencéfalo se divide em telencéfalo e diencéfalo e, posteriormente, o
telencéfalo dard origem aos hemisférios cerebrais. Defeitos de separacdo do
prosencéfalo em dois hemisférios distintos causam uma condicdo conhecida como
holoprosencefalia, que € observada em um espectro do caso mais severo, a
holoprosencefalia alobar, para o mais brando, a displasia septo-Optica (Figura 5). Nos
casos de holopresencefalia, a medula espinhal e o cerebelo geralmente apresentam

morfologia normal (2).
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Figura 5. Espectro da holoprosencefalia, abrangendo a holoprosencefalia alobar, em que n&o ocorre a
separacdo dos hemisférios cerebrais; a semilobar, em que ha a separagdo de forma incompleta, e a lobar, em que ha
a separacao quase completa dos hemisférios cerebrais, mas ainda ha fusdo de estruturas internas. Modificado de (32).

Na holoprosencefalia alobar, ndo ha separacéo dos hemisférios e varias estruturas
mediais estdo ausentes ou fundidas. Na holoprosencefalia semilobar, h4 uma separacéo
parcial dos hemisférios, mas ainda ha fusdo ou auséncia de estruturas mediais, como o
septo peldcido, o corpo caloso, o tAlamo e os nucleos da base. Na holoprosencefalia
lobar, h4 a separacdo quase completa dos hemisférios, sendo possivel distingui-los.
Ainda ha auséncia de septo pellicido, mas é possivel observar separacdo total de
estruturas como talamo e os nucleos da base. Por fim, ha a displasia septo-Optica, que
pode ser considerada uma forma mais leve da holoprosencefalia lobar, em que os
hemisférios estdo separados, mas ha alteracbes de estruturas mediais, como auséncia
de septo pelucido e hipoplasia do nervo 6ptico e do quiasma 6ptico. Durante essa fase
do desenvolvimento também h& a formacédo da face, onde a formacdo de varias
estruturas sdo dependentes de estimulos do neuroectoderma do prosencéfalo. A
auséncia de separacdo do prosencéfalo pode entdo levar ao comprometimento da
formacéao de estruturas especificas, em especial da linha média, gerando, por exemplo,
ciclopia, arrinencefalia e cebocefalia (2).

Genes que participam de vias de morfégenos como as vias de sinalizacao do SHH,
BMP e NOTCH ja foram associados a quadros de holoprosencefalia (33,34). Como as
MCs observadas encontram-se em um espectro, existem quadros mais graves, com
componente genético mais forte, e quadros mais leves, com heranca multifatorial, em que

0 componente geneético esta presente, mas com participacao de varios genes.
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1.2.3 Defeitos De Organogénese

Os defeitos de organogénese ocorrem mais tardiamente que os defeitos de
fechamento de tubo neural e de separacéo prosencefalica, afetando a forma ou tamanho
de estruturas cerebrais. O corpo caloso € uma estrutura que conecta os hemisférios
direito e esquerdo. E dividido em rostro, geno, corpo e esplénio. Na agenesia total de
corpo caloso, essa estrutura esta totalmente ausente e € possivel que outras estruturas
proximas também sejam afetadas, como o giro cingulado. Na agenesia parcial, o esplénio

e 0 rostro estéo ausentes ou hipoplasicos (2).

A malformacao de Chiari consiste em uma alteracdo cerebelar e é dividida em
quatro tipos. No tipo I, 0 mais comum, h& a herniacdo do cerebelo através do forame
magno e hidrocefalia compensada. No tipo Il, ha acometimento do cranio, da dura-mater
e da medula espinhal, além do. Os hemisférios cerebelares engolfam o tronco enceféalico
e podem herniar através da incisura tentorial, causando deformacfes no tecto.
Frequentemente, apresenta-se com mielomeningocele. O tipo Il consiste em
caracteristicas da malformacédo de Chiari tipo Il e encefalocele occipital ou cervical. A
encefalocele pode conter meninges, tecido do cerebelo, do lobo occipital ou do tronco
encefalico. No quarto tipo, o cerebelo apresenta hipoplasia ou displasia severas, tronco

encefalico pequeno, mas sem hidrocefalia ou outras anomalias do SNC (2).

A malformacdo de Dandy-Walker consiste na dilatacdo do quarto ventriculo,
agenesia parcial ou completa do verme cerebelar e hipoplasia dos hemisférios
cerebelares. Ha um aumento da fossa posterior, compressdo do tronco encefalico e,
possivelmente, hidrocefalia associada. A variante de Dandy-Walker € um quadro mais
leve, em que ha hipoplasia do verme inferior e comunica¢do com o quarto ventriculo, mas
sem acometimento do tronco encefalico e da fossa posterior, e hidrocefalia € incomum
(2).

Genes associados a malformacdes cerebelares incluem FOXC1, CHD7 e POMT

WNT1, associados, respectivamente, a malformacdo de Dandy-Walker, a sindrome
CHARGE, a sindrome Walker-Warburg e a hiperplasia pontocerebelar (35). Ademais, ha
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varias mutagdes em um Unico gene que foram associadas a sindromes que apresentam
malformacdes do corpo caloso. Como exemplo, os genes CREBBP, HESX1 e FGFR2,
associados, respectivamente, a sindrome Rubinstein-Taybi a displasia septo-Optica e a

sindrome de Apert (36).

1.2.4 Defeitos De Migracao Neuronal

A migracéo neuronal ocorre principalmente entre dois e cinco meses de gestacao
(2). Defeitos de migrag&o neuronal afetam, particularmente, o desenvolvimento cortical e
os sinais geralmente envolvem deficiéncia motora ou cognitiva e epilepsia (37-39). Entre
os principais defeitos de migracdo neuronal encontram-se polimicrogiria, lisencefalia,
heterotopia, esquizencefalia e hemimegalencefalia (2). A polimicrogiria caracteriza-se por
um padréo de giros pequenos e irregulares (2,37,39,40). Em contraste, a lisencefalia
refere-se a uma condigdo em que 0s giros e sulcos ndo se formam apropriadamente,
dando ao cérebro uma aparéncia lisa (2,39). A auséncia completa de giros denomina-se
agiria, enquanto a auséncia parcial denomina-se paquigiria. A lisencefalia pode ser
dividida em trés tipos. No tipo I, hd um espessamento do cortex cerebral, colpocefalia e
giros largos. E considerada a forma classica da lisencefalia e € associada a sindrome de
Miller-Dieker. No tipo Il, hd também o espessamento cortical, mas a superficie tem uma
aparéncia. O tipo Il é associado a condi¢cbes que apresentam distrofia muscular, como a
distrofia muscular de Fukuyama e a sindrome de Walker-Warburg (2,37). O tipo lli
apresenta-se como microcefalia, espessamento cortical moderado e hipoplasia do
cerebelo e do tronco encefélico (2).

Heterotopias sao caracterizadas pela presenca de neurdnios normais em locais
anormais e podem ser encontradas em nodulos ou bandas (2,37,39). As regides mais
comuns sdo em torno dos ventriculos e abaixo do cortex (2,37). Outras MCs sdo comuns

em casos de heterotopia, como malformacdes calosais, disgenesia cerebelar e, além
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disso, o cortex adjacente a heterotopia comumente apresenta paquigira ou polimicrogiria
(2,37,39).

A esquizencefalia caracteriza-se pela presenca de substancia cinzenta
heterotdpica que se estende da regido ventricular a superficie do cérebro, atravessando
a substancia branca. Ha dois tipos de esquizencefalia: a de labio aberto e a de labio
fechado. No caso da esquizencefalia de labio aberto, ha uma fenda preenchida por liquido
cefalorraquidiano e cujas paredes ndo se tocam. J& na esquizencefalia de labio fechado,
as paredes da fenda se tocam e ndo ha influxo de liquido cefalorraquidiano (2,39).

Frequentemente ocorre em conjunto com polimicrogiria (39).

Por fim, a hemimegalencefalia € o crescimento de parte ou de todo o hemisfério
cerebral. O ventriculo ipsilateral pode apresentar dilatacdo, além de anomalias de
migragcdo no cortex, como polimicrogiria ou paquigiria, e desmielinizacdo da substancia
branca (2). A megalencefalia caracteriza-se pelo crescimento anormal do cérebro como
um todo. A estrutura anatdmica do cérebro pode ser normal, apesar do aumento do
tamanho e espessamento das estruturas cerebrais, mas também pode apresentar outras
anomalias, como polimicrogiria e heterotopias O quadro clinico da hemimegalencefalia e
da megalencefalia é bastante varidvel, com o0s sinais mais comuns incluindo atraso do

desenvolvimento, DI e epilepsia (39).

1.3 VIAS BIOLOGICAS E GENES ASSOCIADOS AO
DESENVOLVIMENTO DO SNC E AS MALFORMACOES CEREBRAIS

Condizente com a heterogeneidade clinica, uma grande quantidade de genes foi
identificada como causadora de diversas MCs. Genes que atuam na proliferacdo e
migracao celular, organizacao cortical, conexao entre células e apoptose foram indicados

COmo responsaveis por processos importantes durante a formacdo do SNC (41).

O SNC € um sistema complexo e varios mecanismos genéticos precisam funcionar

de forma organizada para sua devida formacéo. Vias de sinalizacdo como as do acido
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retinoico (AR) (42), SHH, BMP, Wingless/Integrated (Wnt) e Fibroblast Growth Factor
(FGF) (6,9,43) e outras familias de genes contribuem para o desenvolvimento do SNC.
As vias do AR, SHH, BMP, Wnt e FGF s&o importantes para a neurogénese pois atuam
no inicio da diferenciacao celular, regulando vias completas. Outros genes que regulam
0 inicio de cascatas de reacdes sdo importantes para o desenvolvimento do SNC. Um
exemplo de tais genes sao os codificadores de fatores de transcricdo, como 0s genes da

familia Hox, Fox e Sox (43).

Ha uma grande quantidade de vias responsaveis pela formacédo do SNC e essas
vias abrangem centenas de genes. Apenas as vias do AR, SHH, BMP, Wnt, FGF, de
genes com homeodominios (Hox, Fox e Sox) e Notch serdo abordadas neste estudo. As
seis primeiras vias foram escolhidas pois s&o importantes para a formagéo do SNC e
foram amplamente estudadas e descritas em artigos de revisdo. A via Notch foi escolhida

pois os resultados obtidos tém relagdo com membros contidos nessa via.

1.3.1 Impacto da via do acido retinoico (AR) no desenvolvimento do SNC

O &cido retinoico (AR) € uma molécula derivada da vitamina A e tem como forma
biologicamente ativa o trans-acido retinoico (44). Animais ndo sao capazes de sintetizar
a vitamina A e por isso dependem da ingestéo de frutas e vegetais ricos em carotendides
para obtencao dessa substancia. O AR atua na diferenciacdo do eixo anteroposterior e
dorsoventral do SNC, principalmente causando efeito posteriorizador (6,42,43,45,46).

O AR liga-se a um heterodimero formado pelo receptor de acido retinoico (RAR) e
receptor de retinoide X (RXR) e esse complexo atua como fator de transcricdo (44,46)
(Figura 6). Os receptores RAR e RXR estéo localizados no nucleo celular e se ligam a
regibes especificas do DNA (acido desoxirribonucléico), chamadas de elementos de
resposta ao acido retinoico (RARE) ou elementos de resposta ao retinoide X (RXRE).

Esses elementos de resposta se encontram nas regides promotoras de genes. Depois
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gue o AR ativa os receptores, ele volta ao citoplasma, onde é degradado, o que regula
0s niveis de AR (44,46).
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Figura 6. Vias envolvidas na geracao, acéo e degradagéo do AR. O retinol se liga a proteina RBP4 no plasma
e entra na célula através do receptor STRA6. Dentro da célula, o retinol é metabolizado em AR. Ele pode ser
transportado para o nucleo, onde se liga aos receptores RXR e RAR, que por sua vez se ligam a uma sequéncia
especifica no DNA, denominada RARE. Modificado de (46).

Existe uma quantidade ideal de AR para que haja a correta formagéao do SNC. O
AR em excesso inibe a formacéo de estruturas neurais anteriores no SNC, como olhos e
fossas nasais (45). O fendtipo também é observado em modelos animais com dietas

deficientes em vitamina A (47). Quando em baixa quantidade, também foi descrita a
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malformacgéo das estruturas posteriores, como menor quantidade de rombdmeros em
embrides de codorna (48).

O AR também induz a diferenciacéo de varios tipos de neurdnios e células da glia,
através do controle da expressdo de genes como os da familia Wnt (43,46), homeobox
(Hox5, por exemplo), FGF e BMP, exemplificando como as vias podem interagir umas

com as outras (44).

1.3.2 Impacto da via do Sonic Hedgehog (SHH) no desenvolvimento do SNC

O gene SHH codifica uma molécula sinalizadora de curto e longo alcance,
responsavel pelo padrdo do SNC, somitos e membros. E altamente conservado em
mamiferos e seu estudo teve inicio a partir de sua semelhanca ao gene hedgehog, de

Drosophila melanogaster (49).

O morfégeno SHH contribui no padréo dorsoventral e mediolateral do SNC fetal. E
produzido inicialmente pela placa precordal e pela notocorda (43,49), regulando a
especificacdo medial e ventral do SNC. Posteriormente, 0 SHH passa a ser expresso
também na linha média da placa neural e sua expressdo se mantém ao longo do
desenvolvimento do SNC (43,49-52). Defeitos na via do SHH estdo associados com
guadros de holoprosencefalia, devido a falha de desenvolvimento das estruturas da linha

média ventral (33).

Alem do mais, o SHH possui atividade organizadora do prosencéfalo em
camundongos (52). A atividade organizadora é definida como a capacidade de um grupo
de células de induzir a diferenciacdo de células vizinhas, mudando o destino celular
destas, e gerando um tecido com padrdao em comum (51). Camundongos mutantes para
0 SHH e outros componentes desta via sdo usados em modelos de holoprosencefalia,

indicando a importancia desta para a separacao correta dos hemisférios cerebrais (53).
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1.3.3 Impacto da via do BMP no desenvolvimento do SNC

Os BMPs sao um grupo de fatores de crescimento que foi originalmente descrito
pela sua capacidade de inducéo de tecido 0sseo e cartilaginoso (54-56). A familia dos
BMPs regula a lateralizacéo e dorsalizacdo do SNC, em contraste com o SHH (52). Os
BMPs sdo expressos pela ectoderme nado-neural, ou seja, pelas células que se
diferenciardo em epiderme (6,52). Em contraste, as células da ectoderme neural
expressam proteinas conhecidas como indutoras neurais, como Chordin e Noggin, que
inativam o BMP ou seu receptor (56). Assim, a inducéo neural ocorre pela inativacdo da
via do BMP e consequente prevencao da diferenciagcdo da ectoderme em epiderme,
permitindo a formacgao da ectoderme neural (6,55,56).

Apesar de inicialmente terem sido associados a formagédo do sistema 0sseo e
cartilaginoso, atualmente entende-se que o0s BMPs sdo essenciais durante a
embriogénese e para a formacdo de diversos 6rgaos (55,56). Camundongos nocautes
de BMP2 ou BMP4 apresentaram letalidade embrionaria, enquanto nocaute de BMP1,
BMP7 ou BMP11 causam morte logo apds o nascimento. A expressao do gene BMP4,
por exemplo, € essencial para a formacdo da mesoderme, o que explica a letalidade
embrionaria nos camundongos com esse gene inativado, ocorrendo o comprometido do

desenvolvimento destes organismos desde processos como a gastrulacao (55).

A expressdo de BMPs é importante para a formacdo da linha média dorsal.
Camundongos nocautes para os receptores BMPla e BMP1b, ndo formam a bainha
cortical nem o plexo coroide e apresentam holoprosencefalia (33,51,55). A bainha cortical
€ uma regido organizadora do coértex cerebral e produz Wnt, além de BMP (57). Nestes
modelos animais, houve também reducdo dos olhos e uma quantidade menor de
embrides com ambas as mutacgdes, indicando possivel letalidade (33). Porém, ndo houve
alteracdo na regido ventral da linha média. Essa observacdo indica uma segunda
etiologia para a holoprosencefalia, diferentemente da primeira hipétese, que se baseia
em defeitos de SHH levando a um defeito de formac&o da linha média ventral. E possivel
gue defeitos na via de sinalizacdo do BMP desencadeiem defeitos de formacao da linha

média dorsal e contribua para o fenotipo (33).
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Os BMPs contribuem de forma importante para o desenvolvimento de varios
tecidos, ndo apenas do sistema 0sseo ou nervoso, e atuam desde o inicio do
desenvolvimento neural, induzindo a dorsalizacdo do tubo neural, até processos mais

tardios e complexos, como o desenvolvimento cortical e do olho (55).

Sabe-se que a via do BMP pode interagir com outras vias de sinalizagdo. A
interacdo mais profundamente estudada se da com a via Wnt. Essas duas vias agem de
forma antag6nica na diferenciagdo de cartilagem articular, intestino e desenvolvimento

do foliculo capilar (56).

1.3.4 Impacto da via Wnt no desenvolvimento do SNC

Os genes da familia Wnt codificam proteinas sinalizadoras que controlam varios
processos do desenvolvimento animal e sdo altamente conservados em animais (58).
Esses genes contribuem para todos os passos do desenvolvimento do SNC, desde o
estabelecimento do eixo anteroposterior da placa neural, proliferacdo, diferenciacéo e
migragdo das células-tronco neurais, até processos mais tardios, como desenvolvimento
de axobnios, dendritos e sinapses, neurogénese no SNC adulto e plasticidade sinaptica
(12,43,58).

Existem trés vias moleculares de sinalizacdo da via Wnt: a via canbnica, a ndo-
canbnica e a de polaridade celular planar. Na via canbnica, que € a mais estudada e bem
descrita, h4 a acdo de um coativador transcricional, a B-catenina, na denominada via
“Wnt/B-catenina” (12,58).

A diferenca de concentragdo de Wnt contribui para a formacdo do eixo
anteroposterior da placa neural, sendo mais expressa na regido posterior que na anterior.
Além disso, a via Wnt € importante para o correto fechamento do tubo neural. Em
modelos animais nos quais genes da via Wnt encontravam-se inativados, defeitos de

fechamento do tubo neural foram identificados (58).
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Apoés a formacdo do tubo neural, os genes WNT participam na proliferacéo e
especificacdo de células dorsais e suprimem a diferenciacdo de células ventrais
(12,57,58). Além disso, os Wnts atuam na fase seguinte do desenvovimento do SNC,
guando ha a formacado das cinco vesiculas encefélicas. Membros da familia Wnt foram
identificados como sendo expressos diferencialmente no telencéfalo, diencéfalo,
mesencéfalo, metencéfalo, mielencéfalo e medula espinhal (Figura 7). Estudos utilizando
peixe-zebra e camundongos evidenciaram malformacao de estruturas anteriores, como
o prosencéfalo, ap6s mutacdo em genes membros dessa via, como Tcf3 e Wnt8c (58).
Assim, os Whnts participam do desenvolvimento de estruturas formadas em estagios mais

avancados da organizacdo do SNC, como formacéo do cortex cerebral e hipocampo.
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Figura 7. Perfil de expressdo de Wnts durante o desenvolvimento cerebral em mamiferos. Modificado de (58).

A via Wnt e a via do BMP se relacionam de forma complementar, para que haja
um equilibrio entre a proliferacéo e a diferenciacéo celular (59,60). Ativacao da via Wnt
induz a proliferacdo celular e inibe a diferenciacédo, enquanto ativacao da via do BMP
gera o efeito oposto (59). Essa interacdo entre as duas vias também foi observada em
peixe-zebra e ratos, evidenciando a presenca dessa regulacdo em diferentes espécies e
indicando sua conservagdo ao longo da evolucdo (59,60). Estas duas vias estdo
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intimamente interligadas e sdo capazes de regular uma a outra, gerando um equilibrio

fino entre a proliferacédo e a diferenciacdo, como ilustrado no modelo da figura 8.

MEDULA ESPINHAL DORSAL

M

Via de
sinalizacao

Via de

sinalizacdo
BMP

Wnt

Proliferacao Diferenciacao

Figura 8. Modelo da regulagdo Wnt/BMP na medula espinhal. A via Wnt induz a proliferacdo e inibe a
diferenciacao. A via BMP induz a diferenciacéo e inibe a proliferacdo. Ambas as vias sao capazes de regular a
expressao uma da outra, ilustrado pelas setas curvadas. Modificado de (59).

A familia Wnt esta presente durante toda a formacdo do SNC, induzindo a
especificacdo, proliferacdo e migracdo neuronal e interagindo com as outras vias

morfogénicas, principalmente a via do BMP (58).

1.3.5 Impacto da via do FGF no desenvolvimento do SNC

A familia FGF (fator de crescimento de fibroblasto) € composta de proteinas
sinalizadoras que regulam uma série de processos celulares, entre eles: proliferacao,

migragéao, diferenciacdo, sobrevivéncia e metabolismo celular. Os FGFs atuam durante o
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desenvolvimento embrionario, na formacéo de érgdos como pulmdes, figado, pancreas,

rim e cérebros, e também atuam durante a vida adulta, no reparo de tecidos (61).

O FGF é liberado por células da mesoderme e, assim como o AR, é responsavel
pela diferenciac&o do eixo anteroposterior do SNC (6,43,51,52). Membros da familia FGF
também s&o considerados mitégenos, induzindo a proliferacao celular (62).

Altos niveis de FGF podem interagir com genes da familia HOX, importantes para
a localizac&o celular no eixo anteroposterior. A mesoderme posterior expressa grandes
guantidades de FGF e ativa os genes HOXC5 ou HOXB4, enquanto a mesoderme
anterior expressa baixas quantidades de FGF e ativa HOXC9 e HOXB9 (43).

O FGF, assim como o SHH, também é capaz de realizar atividade organizadora.
O gene FGF8, em particular, foi associado com a formacédo do mesencéfalo (51,63). O
gene FGF8 também é considerado um mitégeno, induzindo a proliferacao celular no SNC
(62,63). Porém, altas concentracdes de FGF8 induzem células a apoptose, sugerindo
gue o mitdgeno é capaz de regular a quantidade de células através tanto da proliferacéo

celular quanto da apoptose (62).

1.3.6 Genes HOX, FOX e SOX

Os fatores de transcricdo HOXs sdo genes que possuem um homeodominio
(regido conservada que se liga a uma sequéncia especifica no DNA) altamente
conservados em varias espécies, incluindo fungos, plantas e animais e sua familia mais
conhecida é a dos genes homeobox (HOX). Eles determinam o padrdo de segmentacao
do embrido e s&o capazes de ativar ou reprimir a expresséo génica (10,11). Os genes
HOX estdo organizados no cromossomo na mesma ordem que agem para formar os
segmentos do corpo, como ilustrado na figura 9, que também ilustra a semelhanca e

conservacao desses genes entre humanos e Drosophila (64) (Figura 9).
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Drosophila

Gene Gene Gene
Ancestral Ancestral Ancestral

Camundongo e
humano HoxA, Cromossomo 6

HoxB Cromoszomo 11

L
O it HoxC Cromossomo 15

HoxD, Cromossomo 2

Paralogos Paralogos Paralogos
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Figura 9. Esquema representando a posi¢cdo de genes HOX no cromossomo em Drosophila, humanos e
camundongos. Os genes em amarelo sdo expressos na regido anterior e estdo localizados mais terminalmente no
(cgz;r.lossomo, enguanto genes expressos nas regiées mais caudais estdo localizados em sequéncia. Modificado de

A sequéncia consenso do homeodominio foi definida primeiramente a partir de
genes da familia homeobox, em particular da Antp, de D. Melanogaster, mas o estudo de
genes com esse dominio vem se expandindo e abrangindo novas classes de familias. A
sequéncia inicial era constituida por cerca de 60 aminoacidos, mas, atualmente, sabe-se
gue o homeodominio pode variar, chegando a 3170 aminoacidos. Essa sequéncia possui
um motivo “helix-turn-helix”, que possibilita a ligagdo com o DNA (10).

Ha 39 genes da familia HOX em vertebrados, organizados em 4 aglomerados,
chamados de HOXA, HOXB, HOXC e HOXD. Desde sua descoberta inicial, os genes
Hox foram associados ao desenvolvimento antero-posterior embrionario. Essa familia de
genes ficou conhecida como “homedtica”, pois mutagdes em D. Melanogaster faziam com
gue um segmento corporal se desenvolvesse no local de outro segmento. Ou seja, 0s

genes HOX eram responsaveis pela organizacdo morfologica da espécie. Dez genes
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HOX ja foram relacionados a doencgas humanas, mas as doencas descritas sédo altamente
heterogéneas, podendo se apresentar como sindromes dismoérficas afetando varios
sistemas até pacientes sem anormalidades que apresentam maior suscetibilidade a

cancer de mama e prostata (65).

A familia de genes Forkhead-box (FOX) adquiriu seu nhome a partir do fenétipo
observado em D. Melanogaster, que apresentava cabeca em forquilha. Participam de
importantes processos biolégicos, como desenvolvimento embriondrio, organogénese,
regulacdo do ciclo celular, manutencdo de células-tronco, controle metabdlico e
transducao de sinal (66). Em humanos ja foram descritos pelo menos 43 membros e,
assim como na familia HOX, vérios genes ja foram associados a doencas (66,67). Como
exemplo, mutacdes em FOXG1 foram associados a sindrome de Rett e a sindrome do

FOXG1 (66).

Existem 20 genes descritos na familia SOX, que foi descoberta durante uma
pesquisa a procura do fator de determinacgao testicular, no cromossomo Y. O nome da
familia deriva de Sry-like high-mobility group (HMG) box. O HMG box € um dominio de
ligacdo ao DNA e proteinas que apresentam esse dominio participam de processos
associados com o enovelamento e desenrolamento da cromatina, como transcri¢ao,
replicacdo e reparo da fita de DNA. Os genes dessa familia sdo considerados
pleiotropicos e regulam grupos de genes diferentes dependendo do contexto em que

estéo inseridos (68).

Os genes SOX codificam fatores de transcricdo e sao essenciais para a
determinacdo de varios tipos celulares. O estudo da familia SOX intensificou apos a
descoberta de que o SOX2 era um componente de um complexo de fatores de transcricédo
capaz de converter células humanas e de camundongo em células-tronco pluripotentes
induzidas. O SOX2 também participa no desenvolvimento ocular, em conjunto com o
PAX6, que € outro gene que possui homeodominio e um dos mais estudados em relagéo
a formagé&o do olho (68).

Além dessas trés familias citadas, ha outras classes de genes com
homeodominios que participam do desenvolvimento embrionéario, incluindo o

desenvolvimento do SNC, como por exemplo os genes da familia PAX e LIM (10).



40

1.3.7 Impacto da via do Notch/Delta no desenvolvimento do SNC

z

A via de sinalizacdo Notch/Delta € uma via evolutivamente conservada entre
animais e envolvida nos processos de diferenciacao, proliferacdo e apoptose (69,70). O
gene NOTCH tem efeito pleiotrépico e a consequéncia da sinalizacdo do Notch é
dependente do contexto celular (71,72). O gene DLL1 codifica a proteina Deltal, que é
um membro da familia Delta/Serrate/Jagged. Este gene, regulado pelo FGF, é expresso

na regido caudal ao né de Hensen, inibindo a diferenciacédo neural (43).

As proteinas que se ligam ao Notch sdo capazes de inibir a diferenciacao celular
das células vizinhas através de um mecanismo de inibicdo lateral (73,74). Neste
mecanismo, quando um precursor neural expressa uma proteina transmembrana ligante
do Notch, como por exemplo a Deltal, essa proteina se liga ao receptor em células
vizinhas e o dominio intracelular do Notch é clivado. Posteriormente, o dominio clivado
integra o0 ndcleo e ativa a transcricdo de genes que irdo suprimir a diferenciacéo celular

em neurdnio das células adjacentes (7,71,75) (Figura 10).
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Figura 10. Esquema representando o processo de inibicdo lateral. A) O neurbnio em desenvolvimento
expressa uma proteina ligada & membrana, como por exemplo a Delta, que se liga a receptores Notch nas células
vizinhas e inibe a diferenciacéo destas células em neurdnios. Assim, a célula que expressa a Delta vai se diferenciar
em neurdnio enquanto as células adjacentes vdo se manter como células epiteliais. B) De inicio, todas as células
expressam Notch e Delta. Algumas células apresentam uma tendéncia a se especializar e, consequentemente,
expressam um sinal inibitério maior, fazendo com que as células vizinhas nao se diferenciem. Modificada de (76).

Tradicionalmente, a ativacdo de NOTCH no SNC de vertebrados é conhecida pela
inibicdo da diferenciac&o celular e manutencéo das células como progenitoras (75,77,78).
Alteracbes morfoldgicas do SNC foram observadas em camundongos nocaute para
diversos membros da via Notch. Entre esses membros, constam receptores Notch,
ligantes, proteinas efetoras e moduladores de sinais (75).

O gene NOTCHL1 é expresso na placa neural, mas sua expressao é ainda mais
elevada nas células da crista neural, indicando a importancia dessa via na formacao
desse grupo celular que contribui para varios sistemas distintos (7). Estudos em
camundongos nos quais NOTCH1 e NOTCH2 eram inativos, altos niveis de apoptose

foram observados, com consequente morte embrionaria (34,70,75,79).
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A proteina DLL1 é expressa durante o desenvolvimento do prosencéfalo e a
haploinsuficiéncia do gene DLL1 foi associada a holoprosencefalia em humanos (34),
indicando a contribuicdo da via Notch/Delta para a formagdo do SNC. Ademais,
corroborando a hipo6tese de que a via de sinalizacao Notch inibe a diferenciagdo neuronal
no SNC, camundongos DIl-/- apresentavam aumento de marcadores de diferenciagao

neuronal e diminuicdo da quantidade de marcadores de células progenitoras (75).

Estudos indicam que a fungcdo do Notch muda de acordo com o ligante. Por
exemplo, enquanto DLL1 e o DLL3 s&o importantes para a somitogénese, JAG1 e JAG2

nao afetam esse processo (80).

Por fim, um estudo recente identificou genes que potencializam o efeito de
sinalizacado do Notch e parecem ser responsaveis pela expanséao cortical em humanos.
A expressdo dos genes NOTCH2NLA e NOTCH2NLB esta comprometida na sindrome
microduplicacdo/microdelecdo 1g21.1. Neste caso, 0 aumento na dosagem desses
genes estd associado a presenca de macrocefalia, dado o aumento de células
progenitoras e retardo na diferenciacao das células em neurdnios; enquanto a diminuicao
da expressdo dos genes estd associada a presenca de microcefalia, originada pela

diferenciacdo precoce de um numero inicial menor de células em neurénios (77).

1.4 Fatores ambientais associados a ocorréncia de malformacdes cerebrais

Uma parcela das alteracées do desenvolvimento do SNC pode ser causada por
fatores ambientais isolados, tais como pela exposicdo a substancias teratogénicas,
medicamentos, alcool ou tabaco (81-83), pela presenca de quantidades insuficientes de
nutrientes para o correto fechamento do tubo neural (29,30) e pela ocorréncia de
infeccBes virais (rubéola, zika) ou outros agentes biolégicos (toxoplasmose, sifilis)
durante a vida pré-natal (84,85). Nesses casos, ndo se tratam de malformagdes, mas de

disrupcdes (24,86). Uma disrupcdo néo € herdada, e pode ter sua causa identificada e
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associada ao quadro (81-85). Por essa razdo, € importante realizar uma historia clinica

detalhada, a fim de auxiliar na distincdo entre uma malformacéo e uma disrupcéao.

E possivel que fatores herdados atuem conferindo uma predisposicdo ao
desenvolvimento anormal (84,86), entretanto, neste modelo multifatorial de heranca, na
auséncia de um evento ambiental desencadeador de MC, o embrido se desenvolvera
normalmente. A interacdo entre fatores genéticos de risco e eventos ambientais configura
uma dificuldade na identificacdo da etiologia (genética ou ndo genética) das MCs. Por
nao ser o foco deste estudo, as causas nao genéticas de anomalias cerebrais ndo seréo
abordadas. Excluimos os casos em que houvesse suspeitas de que a disrupcéo foi uma
causa necessaria da MC com base na historia clinica do paciente, de acordo com o

modelo causa-componente (87,88).

1.4 VARIACOES NO NUMERO DE COPIAS (CNV) E SUA
INVESTIGACAO POR MEIO DE ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRAY

As variacdes no numero de copia (do inglés, copy number variation — CNVs) sao
regides gendmicas maiores ou iguais a 1 kb (quilo base) que estdo presentes em maior
ou menor numero no DNA, comparado a um DNA de referéncia (89—92). Elas contribuem
para a variabilidade genética em individuos e espécies evolutivamente proximas dos
humanos e n&o sao necessariamente patogénicas (91,93,94).

O estudo das CNVs e a descoberta de sindromes de microdelecbes e
microduplicagcdes fez com que a investigagao destas regides fosse utilizada para o que
se define como “fendtipo reverso”. No fenotipo reverso as CNVs sao identificadas e
posteriormente associadas a um fenotipo previamente descrito, caracterizando a regiao
gendmica que compde a CNV como uma regido candidata ao fenoétipo (92,94-96).

E importante enfatizar que apenas a identificacdo de uma CNV n&o é o suficiente

para se estabelecer uma relagéo gendtipo-fenétipo precisa. E preciso também entender
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0 contexto estrutural daquela regido, com seus promotores funcionais e reguladores
transcricionais (95,97). Estudos sugerem que CNVs fora de genes ainda assim podem

afetar a expressao de genes que estdo a uma distancia de 2 Mb (mega bases) (98,99).

Uma técnica amplamente utilizada para a deteccdo de CNVs é a CMA (analise
cromossémica por microarray). Como sindromes de microdelecdo e microduplicacédo tém
grande variabilidade fenotipica, pesquisadores e clinicos passaram a usar a CMA como
exame inicial, tirando vantagem da sua capacidade de investigar todo o genoma sem que
haja uma hipotese inicial.

A CMA é uma técnica capaz de detectar perdas ou ganhos de material genético e
sua resolucéo varia com o numero de sondas ultizado (100,101). Esta técnica apresenta
maior resolucdo que o carioétipo (102), ndo depende de cultura celular (103) e é capaz de
avaliar todo o genoma, 0 que a caracteriza como uma boa técnica de investigacdo em

casos em que nao exista uma hipétese diagndéstica (102,104,105).

Atualmente, as sondas correspondem a um conjunto de oligonucleotideos
dispostos em uma estrutura fisica, de acordo com a tecnologia de cada fabricante. A CMA
pode ser empregada em analises comparativas entre duas amostras (aCGH, ou
hibridagdo gendbmica comparativa) e em analises comparativas entre uma amostra e uma
populacdo. A inclusdo de SNPs (do inglés single nucleotide polymorphisms) no array
permite a deteccdo de regides de homozigose, sendo possivel a deteccdo de dissomia

uniparental e consanguinidade (101,105-107).

A resolucdo da CMA esta no espectro entre as grandes alteracdes vistas pelo
cariétipo e as mutacdes pequenas vistas por sequenciamento. A resolucdo da CMA pode
chegar a 50 kb (92) e depende do numero de sondas proposta por cada fabricante,
podendo variar de 60 mil a mais de 2 milhées de sondas. O aumento da resolugéo é
especialmente interessante para a investigacao de regides subteloméricas, que sao ricas
em genes (108). A CMA permite uma identificagdo mais precisa dos pontos de quebra e
a determinacdo dos genes presentes na regido da CNV, o que pode permitir o

estabelecimento de correlacdo com o fenotipo (101).

Apesar da taxa de diagnéstico variar de acordo com a populacéo estudada e com
a plataforma utilizada, a CMA tem se mostrado uma boa técnica para identificar novos
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rearranjos (92,94,96,100,109). Diversos estudos demonstraram a capacidade
diagnéstica da técnica (92,110-112), incluindo uma meta-analise (113), que estima a taxa
diagnoéstica em torno de 10%, em pacientes com DI (deficiéncia intelectual) e anomalias
congénitas. Outra meta-analise, focada em pacientes com DI, transtorno do espectro
autista (TEA) ou multiplas malformacfes, obteve uma taxa diagndstica de 12%, bem
maior que a taxa do caridtipo convencional, que foi de 3% (105). A capacidade de
diagnéstico aumenta quando a populacdo estudada possui um fenétipo/malformacéao
bem definida. Por exemplo, um estudo focado em pacientes com agenesia de corpo
caloso obteve uma taxa de diagndstico de 24% (112).

CNVs patogénicas foram identificadas como causadoras de sindromes especificas
nas quais MCs estéo presentes, como Potocki-Lupski (dup17pll), DiGeorge (del22gl11)
e Phelan-McDermid (del22g13). Algumas CNVs sao consideradas patogénicas, mas nao
foram associadas a quadros clinicos bem descritos (114). O quadro 1 apresenta algumas
CNVs consideradas patogénicas em pacientes com as principais MCs mencionadas

anteriormente.
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Quadro 1 - Principais malformages cerebrais de acordo com as quatro classificagdes e CNVs associadas
ao fendtipo

Defeitos de fechamento do tubo neural CNV Referéncia

Anencefalia del 10p11 Gao et al. (2017)
Encefaloceles del 12¢g21 Molin et al. (2013)

Espinha bifida (mielomeningocele, Bassuk et al. (2013), Gao et al.

del 2935, del 13931, del 10p11, dup 2q13
el 203>, del 15g51, ael 10p up 2q (2017)

meningocele, espinha bifida oculta)
Defeitos de separacgao prosencefalica
Holoprosencefalias (alobar, semilobar, lobar del 2p21, del 7936, del 18p11, del 13932,
e displasia septo-dptica) del 22q13, del 22q11, dup 17p11

Defeitos de organogénese

Hu et al. (2018), Guy et al. (2015)

del 11p13, del 21q11, del 4p16, del 8q12,
Agenesia total ou parcial do corpo caloso del 8p23, del Xp22, del 6927, del 3q13, dup Oliveira (2015), Chen et al. (2015)
5p15, dup 3p24, dup 3926
Malformagdo de Chiari (tipos |, Il, Ill, e IV) dup 22g11 Guy et al. (2015)
Malformagdo de Dandy-Walker e variante de
Dandy-Walker
Defeitos de migracdo neuronal

dup 17p11, dup 9p23 Schumann et al. (2016)

Conti et al. (2013), Stutterd and
Polimicrogiria del 6427, del 1p36, del 22q11 onti etal. (2013), Stutterd an

Leventer (2014)
Lisencefalia (tipos I, Il e 1), paquiria ou agiria del 17p13 Dobyns et al. (1991)
Heterotopia del 627 Conti et al. (2013)
Esquizencefalia del 8p23 Chen et al. (2015)
Megalencefalia e hemimegalencefalia dup 1513, dup 1g21 Cai et al. (2014), Wang et al. (2016)

1.5 JUSTIFICATIVA

Dados da OMS reportam que anomalias congénitas (definidas como
malformacdes, anomalias cromossOmicas, deformacdes e distarbios metabdlicos) sao
uma causa importante de mortes neonatais, ocorrendo entre 7% e 25% dos casos (115),
sendo mais prevalentes em paises com taxa de mortalidade infantil mais baixas. Os
defeitos de fechamento de tubo neural sdo a segunda maior causa de morte neonatal,

seguida da sindrome de Down (116).

O desenvolvimento cerebral é um processo complexo, que, quando alterado, pode
induzir a ocorréncia de MC. A etiologia genética das diversas MC existentes néo é
totalmente compreendida, tornando tal investigacdo necessaria para a compreensao das

vias biolégicas e genes envolvidos neste processo. Com o auxilio de técnicas
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moleculares, hoje é possivel identificar CNVs em pacientes com MCs e estabelecer uma
relacdo genotipo-fendtipo mais eficiente. O continuo progresso molecular, somado a
composicdo de bases de dados acessiveis mundialmente, permitem também a
reclassificacdo de CNVs identificadas anteriomente, e cuja significancia era incerta.
Adicionalmente, a identificacdo de CNVs patogénicas tem um impacto direto no
aconselhamento genético do paciente e sua familia, além de contribuir para o
desenvolvimento de intervengbes terapéuticas mais precisas. Ainda, um diagndéstico
preciso pode aliviar a ansiedade dos pais e facilitar a conexao com associagdes e grupos
de apoio (117).

Pesquisas que contribuem com a melhoria do entendimento sobre as etiologias da
MC séo essenciais, ndo somente por seu cunho de conhecimento cientifico, mas também
a fim de que um pais possa planejar a implementacdo de politicas publicas voltadas a
atencao dos pacientes e de suas familias. A técnica da CMA foi escolhida para este
estudo por haver evidéncias de sua eficiéncia na deteccdo de CNVs, além de outras
alteragbes como mosaicismo de baixa quantidade e perda de heterozigose, que fazem

com que seja a analise seja mais robusta (102,112).
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente projeto é identificar regides gendmicas associadas a

malformagbes cerebrais através da analise de alteragbes cromossOmicas

submicroscopicas por CMA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1)

2)

3)

4)
5)

Identificar alteragdes submicroscopicas através da CMA e estabelecer sua
contribuic@o para o quadro clinico dos pacientes.

Analisar molecularmente as regides gendmicas alteradas em cada paciente,
identificando todos os genes codificantes compreendidos em cada
alteracao, e sua possivel contribuicdo para o fenétipo observado.

Realizar uma correlagéo entre o tamanho e a composicao de cada alteracao
com as caracteristicas clinicas dos pacientes.

Propor novos genes candidatos as MCs, quando possivel.

Identificar a taxa diagndstica da CMA em casos de pacientes com MCs.



49

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 GRUPO AMOSTRAL E CONSIDERACOES ETICAS

Os pacientes gque fazem parte desse estudo foram selecionados nos anos de 2017
e 2018 no Ambulatério de Genética do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), Brasilia-
DF e na Instituicdo Vila Sdo José Bento Cottolengo (VSJBC), Trindade-GO. Ao todo,
foram selecionados 21 pacientes de ambos o0s sexos portadores de MC, sem diagndstico
de sindrome genética definida. Os pacientes foram divididos em dois grupos, segundo a
origem:

Grupo 1: composto por 11 pacientes atendidos no Ambulatério de Genética do
HUB, em Brasilia-DF, nos anos de 2017 e 2018. Para esses pacientes o cariétipo foi
realizado como exame de rotina, além do teste para sindrome do X-fragil nos pacientes
do sexo masculino. Os pacientes incluidos no estudo apresentavam resultado sem
alteragcbes em ambos os exames.

Durante a consulta, 0 médico geneticista ou o pesquisador expds o0s objetivos da
pesquisa, assim como 0s riscos da participagdo no projeto, para os responsaveis legais,
que assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo A) e
autorizacdo de uso de imagem. Nao foi oferecido termo de assentimento para 0s

pacientes com coocorréncia de DI.

Para este grupo, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM/UnB — Parecer n°
2.261.862) (Anexo B).

Grupo 2: composto por 10 pacientes do VSIBC, em Trindade-GO. Pacientes deste
grupo possuem acometimento mais graves, tanto do ponto de vista das MCs quanto do
ponto de vista cognitivo e se encontram institucionalizados no VSJBC, sob tutela e guarda

da instituicdo. O VSJIBC possui seu proprio TCLE (Anexo C), que, neste caso, foi
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assinado pelos gestores da instituicdo. No caso dos pacientes que ainda possuiam
vinculo familiar, os responsaveis foram contactados e apresentados a pesquisa.

Para os pacientes do grupo 2, o projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da Universidade Federal de Goias (CEP/UFG — Protocolo n°
43743715.1.0000.5083) (Anexo D).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

e Assinatura do TCLE pelo responsavel.
e Exame de imagem, sendo RM (ressonancia magnética) ou TC (tomografia
computadorizada) de cranio que evidencie malformacdes cerebrais.

e Caridtipo e exame de X-fragil (para pacientes do sexo masculino) sem

alteracoes.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

e Sindrome genética diagnosticada.
e Hipdtese diagnostica de disrupcdo, através de relato da historia clinica, em
gue tenha ocorrido infec¢coes ou exposicdo a substancias que possam

explicar o quadro clinico do paciente.
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3.4 TECNICAS LABORATORIAIS

Foram coletadas duas amostras de sangue periférico por puncdo venosa de cada
paciente: Uma em tubo contendo heparina, para exame de caridtipo e uma em tubo
contendo acido etileno diamina tetracético (EDTA) destinada a extracdo de DNA para

realizacdo dos exames moleculares (X-fragil e/ou CMA).

3.4.1 Caridtipo

No laboratorio, foi feita a semeadura de linfécitos com 1 mL de sangue em meio
de cultura (8 mL de meio RPMI puro, 1,5 mL de soro fetal bovino, 300 uL fitohemaglutinina,

100 pL de L-Glutamina e 100 pL de antibidtico (Penicilina e streptomicina)).

Apds 72 h de cultivo em estufa a 37° C, 100 uL de colchicina foi adicionada as
amostras. A colchicina bloqueia a divisao celular na metafase, permitindo a observacéo
dos cromossomos em seu estado mais condensado. Apds 45 minutos, as células foram
hipotonizadas com solucao KCI (0,075M) e, 20 minutos depois, fixadas com Fixador de
Carnoy (3:1 Metanol/Acido Acético Glacial). As amostras foram gotejadas em laminas de
vidro e para cada paciente foram preparadas nove laminas. Oito laminas foram coradas
com Giemsa, seguindo o protocolo para bandeamento G, enquanto a lamina restante
passou pelo protocolo para bandeamento C.

As amostras foram analisadas ao microscopio éptico para excluséo de alteracdes
numéricas ou estruturais. A analise e a descricdo dos cariétipos foram realizadas
conforme as indicac¢des do International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN) (118).
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3.4.2 EXTRACAO DE DNA PARA EXAMES MOLECULARES

A extracdo de DNA foi realizada pelo método Puregene (Qiagen), seguindo
recomendacdo do fabricante. Foram utilizados 3 mL de sangue total coletado em tubo
com EDTA e as células foram lisadas com 9 mL de solucéo de lise RBC (5 mM MgCI2, 1
mM EDTA pH 8,0). Apos centrifugacéo, retirada do sobrenadante e ressuspenséo, foram
adicionadas 3 mL de solucédo de lise celular (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0 e
1% SDS). Apos centrifugacao e retirada do sobrenadante, foi adicionado 1 mL da solucéo
de precipitacédo de proteina (7,5 M de NH4Ac). A amostra foi centrifugada novamente e
0 sobrenadante foi transferido para um tubo falcon com 3 mL de isopropanol 100% e
centrifugado. O sobrenadante foi retirado e foram adicionados 3 mL de etanol 70% ao
pellet. O pellet foi seco a temperatura ambiente por 15 minutos e hidratado com 200-250
ML de tampao TE 1X por 12-24 horas ou incubado a 65° C por 1 hora. O DNA extraido foi

armazenado entre 2° C e8° C.

3.4.3 Exame do X-Fragil

A PCR foi feita com 3 pL de DNA extraido (ver item 3.4.2) e 22 uL de mix (6,9 uL
de agua, 0,7 pL primer pC,0,7 pL primer pF, 10,0 uL Q solution, 2,5 uL Buffer, 1,0 ANTP
e 0,2 pL taq). Cinco uL da amostra mais 3 pL de corante foram adicionadas a um gel de
1,5% agarose e as amostras correram por aproximadamente 45 minutos a 100 V e 62
mA. O resultado negativo normal é evidenciado pela presenc¢a de uma banda, enquanto
0 positivo se faz pela auséncia desta banda, devido a incapacidade de amplificacdo de

regides repetitivas muito grandes.
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3.4.4 Anélise Cromossdmica por Microarray

Neste projeto foi utilizada a plataforma CytoScan™ 750k (Affymetrix), que possui
750.000 sondas, sendo 550.000 de regifes nao-polimorficas e 200.000 de marcadores
de SNPs. As sondas sao fragmentos de DNA com sequéncias especificas e conhecidas,

gue cobrem todo o genoma e hibridam com a amostra. As sondas sao fixadas num

suporte fisico chamado GeneChip® (Figura 11).

e

>G‘-.-.'|eCl:-Ep‘

Milhées de fragmentos de DNA
inseridas em cada local

Cada fragmento = 25 pares de base

Figura 11. Esquema representado o GeneChip® com suas sondas. O DNA extraido se liga aos fragmentos
de DNA de sequéncia conhecida e sé@o detectados através de fluorescéncia. Modificado de (119).

A técnica de CMA é capaz de detectar, além de ganhos e perdas no material
genético, mosaicismo de baixa quantidade e regiées de perda de heterozigose (102).
Para caracterizar uma delecéo, foi considerada a diminui¢cao da fluorescéncia detectada
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em pelo menos 15 sondas consecutivas, e para se confirmar duplicacdo, foram

considerados os sinais fluorescentes de 30 sondas consecutivas.

Para o preparo da lamina, foram utilizados 5 pyL (50 ng/mL) de DNA de cada
paciente. As amostras foram digeridas pela enzima de restricdo Nsp | e ligadas a
adaptadores. Para o estagio de ligacdo, as amostras foram colocadas no termociclador,
que foi programado para realizar um ciclo de 16°C (3 horas), um ciclo de 70°C (20
minutos) e diminui¢cdo da temperatura até chegar a 4° C.

Em seguida foi realizada uma PCR (reacdo em cadeia da polimerase). Um primer
universal que reconhece a sequéncia do adaptador ligado a amostra de DNA foi utilizado
para amplificar as sequéncias. O termociclador foi programado para realizar um 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 ultimo ciclo de 68°C (7 minutos). A reac¢do foi otimizada para
amplificar preferencialmente fragmentos de 150 — 2.000 pares de bases. Em seguida, os

produtos foram purificados utilizando beads magnéticas.

Apdés a lavagem para retiradas das beads, o material foi quantificado no
espectrofotometro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Cada amostra apresentou valores
de concentragdo de DNA maiores ou iguais a 3.0 pug/uL. Em seguida, as amostras
purificadas foram fragmentadas em fragmentos de 50 a- 200 pb (pares de base). Apds,
0 reagente de fragmentacdo é adicionado as amostras, que sdo colocadas no
termociclador. O protocolo de fragmentacdo do termociclador consiste em um ciclo de
37°C (35 minutos), um ciclo de 95°C (15 minutos) e diminuicdo da temperatura até chegar
a4° C.

Em seguida, os fragmentos de DNA foram marcados utilizando o reagente de
marcacdo de DNA, o tampdo TdT e a enzima TdT. O protocolo de marcagéo do
termociclador consiste em um ciclo de 37°C (4 horas), um ciclo de 95°C (15 minutos) e
diminuicdo da temperatura até chegar a 4° C. A solucéo de hibridizacao foi preparada e
adicionada as amostras, que foram inseridas no termociclador para um ciclo de 95°C (10
minutos) e mantidas a 49° C até aplicagao no GeneChip®. 200 yL de amostra foram
aplicados no Affymetrix GeneChip® e hibridados por 16 - 18 horas a 50° C a 60 rpm no
GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymetrix).
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Por fim, os chips foram lavados na estagdo automatizada Fluidics Station 450
(Affymetrix, EUA) e marcados com fluoroforo. Os chips foram escaneados utilizando o
scanner GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix,) e os dados obtidos foram analisados
utilizando o Chromosome Analysis Suite (ChAS) Software verséo 3.0 (Affymetrix). Além
do ChAS, foram utilizados os bancos de dados DGV (do inglés, Database of Genomic
Variants), DECIPHER (do inglés, Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype
in Humans Using Ensembl Resources) e OMIM (do inglés, Online Mendelian Inheritance

in Man) para avaliar a patogenicidade das altera¢gGes encontradas.

3.4.5 Classificacao e Interpretacdo das CNVs

Nesse estudo, usaremos para classificacédo e interpretacdo das CNVs o modelo
proposto por Miller et al. (2010)(105), que € bastante proximo do guia proposto pelo
Colégio Americando de Genética Clinica, e classifica as CNVs em patbgenica,
possivelmente patogénica, variante de significado incerto (VOUS, do inglés, Variants of
Unknown Significance), possivelmente benigna e benigna. O quadro 2 exemplifica certas

estratégias para interpretacdo das CNVs.



Quadro 2 - Estratégias para interpretacdo de CNVs. Modificado de (105).

Indicam que a CNV &
provavelmente

Critérios Primarios Patogénica Benigna

1. A. CNV idéntica herdada de progenitor

. W
saudavel

B. CNV expandida ou alterada herdada
do progenitor

C. CNV idéntica herdada de progenitor
afetado

2. A CNV similar herdada de progenitor ¥
saudavel

B. CMNV similar herdada de progenitor v
afetado

3. CNV completamente contida em uma
regifio de deshalanceamento gendmico
em um banco de dados de pacientes
saudaveis

4. CNVY sobrepe uma regido de
deshalanceamento  gendmico em  um -
banco de dados de pacientes afetados

5. CMV sobrepde coordenadas
gendmicas de sindromes conhecidas

6. CMA contém genes OMIM mérbidos o
7. A CNV € uma regido rica em genes W

B. CNV & uma regido pobre em genes W
Achados Gerais

1. A CNV é uma delegido W
B. CNV & uma delecio em homozigose o

2. A CNV & uma duplicagdo (sem genes
sensiveis & dosagem)

B. CNV & uma amplificagdo (ganho de
mais de uma copia)

3. CNV npdo contém elementos J
regulatdrios conhecidos
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Alguns fatores gerais importantes para a interpretacao da patogenicidade de uma
CNV sao: tamanho, localizacdo, numero de copias (duplicacdo ou delecdo, em
homozigose ou heterozigose) genes contidos na regido afetada (92,107,120), a baixa
frequéncia na populacédo saudavel e ser uma CNV de novo (94).

A classificagdo das CNVs depende de varios fatores combinados, mas, de forma
resumida, as CNVs foram consideradas patogénicas se maiores de 4 Mb, contendo
genes descritos na plataforma OMIM associados ao fenétipo do paciente ou se a CNV
era herdada de um genitor afetado. As CNVs foram consideradas VOUS se menores de
4 Mb, contendo poucos genes ou genes ainda nao descritos em bancos de dados como

causadores de doencas ou herdada de um progenitor saudavel.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 TAXA DE DIAGNOSTICO

No presente estudo, considerando os 21 pacientes dos dois grupos, 13 tiveram
CMA com alteracbes (38%). Os outros 8 pacientes apresentavam alteracdes
consideradas benignas ou possivelmente benignas. A taxa de diagndstico foi de 23,8%
(5/21) e a taxa de VOUS, de 14,3% (3/21) (Grafico 1).

B Benignas
B Fatogenica
WOUS

Grafico 1. Pacientes com CNVs patogénicas ou possivelmente patogénicas (laranja), VOUS (amarelo) e
benignas na CMA (azul), considerando os dois grupos.

No grupo 1, a taxa de diagnéstico de CNVs patogénicas ou possivelmente
patogénicas foi de 18% (2/11), enquanto no grupo 2 foi de 30% (3/10). A taxa de VOUS
detectadas no grupo 1 foi de 9% (1/11), e no grupo 2, de 20% (2/10).
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Essa taxa de diagnéstico esta de acordo com a obtida por Oliveira (2015) (112),
no qual foram identificadas CNVs patogénicas ou possivelmente patogénicas em 24%

dos pacientes com malformacgéo do corpo caloso.

Natabela 1 estéo listadas as informacdes sobre as CNVs detectadas neste estudo.

Tabela 1 - Descricdo das MCs encontrada nos pacientes, tipo de CNVs, coordenadas gendmicas e
classificacao encontradas nos pacientes

: ~ N Tipo de | Tamanho da | Classifica¢do
Paciente | Malformacéo cerebral | Coordenadas genémicas ‘ CNV | CNV (kbps) da CNV
Hidrocefalia com
reducéo da substancia
HUB1 branca periventricular, arfhg19] 6927(170,589,000- del 325 Patogénica
~ o 170,914,297)x1
reducéo volumétrica do
mesencéfalo
Afilamento difuso do
corpo caloso, arr[hg19]
HUB2 mesencéfalo e do 9934.3(140,677,600- del 120 Patogénica
restante do tronco 140,796,849)x1
cerebral
Variante de Dandy
Walker: hipoplasia de
P o™ a2
HUB3 . '~ 22011.22911.23(22,997,928- del 653 VOUS
comunicando porgdo
. o 23,650,871)x1
posterior do 4
ventriculo com cisterna
magna alargada
sc1 Holoprosencefalia arr[hg19] 9p24.3(607,900- del 98 Potencialmente
alobar, microcefalia 706,265)x1 patogénica
arr[hg19] .
Potencialmente
Paquigiria, agenesiade ~ 11023.3(118,768,268- dup 229 patogénica
sc2 septo peldcido, 118,997,828)x3
microcefalia - '
arr[hg19] 3929(197,451,713 dup 192 Potencialmente

197,643,460)x3 patogénica
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Tabela 1 — Descri¢cdo das MCs encontrada nos pacientes, tipo de CNVs, coordenadas genémicas e

classificacao encontradas nos pacientes

Paciente | Malformacéo cerebral

Hidrocefalia congénita:
DVP, acentuada
hidrocele
supratentorial,
encefalomalécia,
apagamento de sulcos
e fissuras corticais.
Mielomeningocele

SC3

Agenesia de septo
pelucido, hidrocefalia
supratentorial, com
sinais de hipertensdo
associada

SC4

Desproporcéao
craniofacial, com sinal
de reducéao volumétrica
encefalica

SC5

Coordenadas gendmicas

arr[hg19]
1921.1921.2(145,764,678-
148,520,164)x1

arr[hg19]
2912.2912.3(106,884,820-
108,440,138)x1

arr[hg19]
12p13.33(1,317,638-
1,627,395)x3

arr[hg19]
12p13.33(1,190,349-
1,291,079)x3

Tipo de | Tamanho da
CNV | CNV (kbps)
del 2.700
del 1.500
dup 310
dup 101

Classificacao
da CNV

Patogénica

VOUS

VOUS

VOUS

Legenda: del = delecédo; dup = duplicagcdo; VOUS = variante de significado incerto; CNV = variag6es no niumero
de copias; DVP = derivacao ventriculo-peritoneal.

Assim, os resultados do presente estudo corroboram a hipétese de que a CMA é

um método eficiente para investigar a etiologia genética de malformacdes do SNC.
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4.2 PACIENTES COM ALTERACOES PATOGENICAS

4.2.1 Paciente HUB1

Paciente do sexo feminino, primeira filha de pais ndo consanguineos, foi
encaminhada por malformacdes cerebrais vistas através de TC de cranio realizada aos
3 anos de idade, que evidenciou hidrocefalia, inversdo incompleta de hipocampos,
reducdo do volume mesencefalico e da matéria branca peritrigonal. Aos 6 anos, RM de
cranio evidenciou heterotopia subependimaria, hipoplasia de verme cerebelar, dilatacdo
do sistema ventricular supratentorial, persisténcia do corno de Vengal e hipocampos

simétricos com forma preservada.

A paciente nasceu a termo com medidas normais e teve marcos do

desenvolvimento dentro dos padrdées da normalidade, apenas com atraso na fala.

Ao exame fisico, apresentava dismorfias leves: baixa implantacdo de cabelos na
regiao temporal, epicanto, ponta nasal bulbosa, filtro curto, labios grossos, palato alto e
orelhas proeminentes. Radiografia panoramica evidenciou agenesia de dois pré-molares:
15 e 35. Tem comportamento autista, ndo sabe ler e apenas escreve 0 préprio nome.

Nunca teve crise convulsiva.
A CMA identificou uma delecdo de 325 kbps no cromossomo 6: arr[hgl9]

6027(170,589,000-170,914,297) x1 (Figura 12). Essa regido contém seis genes: DLL1,
FAM120B, MIR4644, PSMB1, TBP e PDCD2.
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Figura 12. Resultado de exame de CMA da paciente HUB1 (A) e de sua méae (B), visualizado por meio do
software ChAS versao 3.0 (Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromosso 6 (barras
vermelhas na parte superior) que possui aproximadamente 325 kbps.

Exame realizado nos pais revelou que a alteracéo foi herdada de sua mée, que
nao apresenta malformacdes cerebrais, confirmada por RM, mas que apresenta DI
moderada. O exame fisico da mae evidenciou dismorfias faciais diferentes das da
paciente. A mée apresenta braquicefalia, testa alta e chata, nariz com ponta levemente
bulbosa, filtro médio, labios finos, retrognatia e dedos afilados. Ela relatou que terminou
o ensino fundamental, tem dificuldade de aprendizado. De acordo com ela, é capaz de
ler e escrever, mas tem dificuldade com palavras dificeis e matematica.

Além da paciente HUB1, a mae tem outras duas filhas com o mesmo parceiro.
Ambas sdo mais novas e uma delas também apresentava dificuldade de aprendizado.
Essa irma foi investigada pelo servico de Genética do HUB, apresentando resultado
negativo na CMA. Portanto, apenas uma de suas trés filhas herdou a delecao.

A delecao de 325 kbps no cromossomo 6 contém seis genes: DLL1, FAM120B,
MIR4644, PSMB1, TBP e PDCD2. Cinco desses genes sdo genes descritos na
plataforma OMIM, enquanto o MIR4644 é um miRNA. Apenas o gene TBP (OMIM

#600075) ja foi associado a uma doenca, a ataxia espinocerebelar tipo 17.
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Outros pacientes ja foram descritos com dele¢des na regido 6g27 e, com base em
suas caracteristicas clinicas e respectivas delecdes, alguns autores tentaram definir uma
regido minima critica que pode variar de acordo com o grupo de pacientes investigado
(38,110). A regiao definida por Peddibhotla e colaboradores (2015) (110) compreende
uma regido subtelomérica de 1,7 Mb e inclui os genes: THBS2, WDR27, PHF10, TCTES,
ERMARD, LOC154449, DLL1, FAM120B, PSMB1, TBP e PDCD2 (110). Os autores
sugerem DLL1, THBS2, PHF10 e ERMARD como os melhores candidatos para as MCs.
J& o estudo de Conti e colaboradores (2013)(38) definem a regido critica como um
segmento de 1,2 Mb, intersticial, que inclui os genes: THBS2, WDR27, PHF10, TCTES,
ERMARD, LOC154449 e DLL1 (38). Por fim, a menor regido critica, definida por Eash e
colaboradores (2005) (121), possui 0,4 Mb e inclui apenas trés genes: PSMB1, TBP e
PDCD2.

Na paciente aqui descrita, o0 gene DLL1 parece o melhor candidato para explicar o
fendtipo observado, uma vez que a proteina Delta-like protein 1 codificada por ele, por
meio de ligacdo ao receptor Notch, é responsavel por induzir a diferenciacdo de
precursores neurais em neurdnios (122). Em camundongos, a proteina Delta-like protein
1 é necessaria para a formacédo de somitos e nocaute de DLL1 em homozigose ¢ letal
(123). Em vertebrados, as células que expressam a DELTAL sdo precursoras neurais e
inibem a diferenciacdo das células vizinhas, através da ligacdo da DELTA1 no receptor
Notch dessas células. Apés ativacdo do receptor Notch, essas células deixam de se
diferenciar em neurdnios e assumem a funcao proliferativa. Dupé e colaboradores (2011)
em um estudo que investigou a relacdo entre o gene DLL1 e holoprosencefalia,
realizaram uma avaliagdo comparativa usando ferramentas de bioinformatica e
concluiram que o gene DLL1 era o melhor candidato para a holoprosencefalia (34). Além
disso, 0 estudo descreveu a associacao da holoprosencefalia com uma mutacdo de 3
pares de base em uma regido conservada de um éxon de DLL1 que resulta na troca de
dois aminoé&cidos.

Em camundongos, a haploinsuficiéncia do DLL1 foi associada a alteragdes no
sistema imunoldgico, metabolismo e balanco energético, sem que houvessem MCs (124).

O gene DLL1 parece atuar em conjunto com outros genes adjacentes na regiao

6g27. Os genes DLL1 e ERMARD foram associados ao fendtipo de heterotopia
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periventricular nodular (PNH), com uma aparentemente maior contribuicdo de ERMARD
para este fendtipo (38). Entretanto, é possivel que o gene DLL1 contribua de forma
significativa para o fenétipo de PNH, uma vez que portadores da delecdo 6927 que nao
incluem o gene ERMARD, como no caso da paciente aqui avaliada, também apresentam
tal MC. O involvimento destes genes na hipoplasia de corpo caloso também foi sugerida
por Oliveira (2015) (112), em paciente com delecdo de 2,7 Mb que envolve 22 genes,
dentre eles ERMARD e DLL1.

Além do gene DLL1, outros genes parecem atuar no desenvolvimento cerebral e
estarem associados as MCs observadas na paciente. O TBP codifica um fator de
transcrigcdo que se liga ao TATA-box e inicia a transcrigcdo. Na base de dados OMIM, o
gene foi associado a ataxia espinocerebelar 17. Rooms et al. (2006) (125) descreveram
gémeos monozigodticos que apresentavam epilepsia generalizada, cisterna magna
aumentada e colpocefalia. Os pacientes tinham uma delecdo envolvendo os genes
PDCD2, PSMB1, TBP e DLL1. Os pesquisadores sugerem que a haploinsuficiéncia do
TBP é a causa do quadro clinico. Eles descobriram alta expressdo do TBP em regides
do cérebro em humanos e uma avaliacdo dos linfécitos dos pacientes evidenciou a

diminuicdo da expresséo de TBP pela metade.

Contribuindo para a hipotese de que o TBP é importante para a formagéo do SNC,
um estudo feito com camundongos nocaute observou que os individuos homozigotos
para 0 nocaute ndo eram viaveis, enquanto os heterozigotos aparentavam fenotipo
normal (126).

O gene PSMBL1 codifica uma subunidade de um complexo de proteassoma (127).
O proteassoma foi relacionado a varios processos além de degradacédo de proteinas,
como regulacao do ciclo celular, apresentacdo de antigeno e resposta a inflamacéo (128).
E possivel que a ubiquitinacéo seja importante para a ativacdo do Notch, considerando
gue a delecao de 3 pares de bases no gene DLL1 afetava 2 aminoacidos em uma regiao
conservada com motivo de ubiquitinagdo, em um paciente com holoprosencefalia
semilobar (34).

Além disso, defeitos de tubo neural foram observados em camundongos nocaute
para genes que codificam E3 ubiquitina ligases, sugerindo a importancia da ubiquitinacao

para a neurulacdo (129). Um duplo nocaute de SMURF1 e SMURF2 apresentava
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cranioraquisquise, que € a forma mais grave de defeito de fechamento do tubo neural,
em que a falha do fechamento ocorre tanto no cérebro quanto na medula espinhal
(129,130). Essas duas proteinas participam da via de sinalizacdo de polaridade celular
planar da via Wnt (130).

O gene PDCD?2 esta associado a apoptose e é expresso em todos os tecidos
humanos (131). Também foi descrito como responsavel pela patogénese de linfomas de
célulasB e T (132). Os genes PDCD2, PSMB1 e TBP encontram-se fisicamente proximos
e é possivel que eles estejam associados com MCs gracas a essa interacao, tendo em
vista a menor probabilidade de separacéo de genes préoximos no DNA durante a meiose,

também conhecido como linkage genético (125,133).

O gene FAM120B, também descrito na plataforma OMIM, apresenta poucos
estudos na literatura. Este gene é expresso em todos os tecidos de camundongos adultos
(134), se liga ao RXR-alfa e ao receptor-alfa de estrogeno e parece promover a
adipogénese (135).

O Unico gene presente na delecdo 6927 da paciente que ndo esta registrado na
base de dados OMIM é MIR4644, que codifica um miIRNA. Os miRNAs sao responsaveis
pelo silenciamento génico (136,137) causando, possivelmente, mudancas no fenétipo de
individuos por meio de desregulacdo da expressao de outros genes. O Unico estudo
presente na literatura que investigou a acdo deste miRNA o classifica como potencial

biomarcador para cancer de pancreas e vesicula biliar (138).

Assim, apesar de n&do podermos descartar a contribuicdo dos outros genes na
regido, o gene DLL1 parece o gene candidato mais associado as MCs observadas na
paciente. No entanto, a menor delecdo na regido 6927 descrita até o momento,
identificada por meio da técnica de hibridizacdo fluorescente in situ (FISH), compreende
apenas trés genes: PSMB1, TBP e PDCD2, n&o incluindo o gene DLL1 (121). Uma
hipotese capaz de explicar uma perda de funcdo de DLL1 neste paciente, descrito por
Eash e colaboradores, seria um possivel efeito de posicéo, induzindo a uma diminuicao
na expressao do gene DLL1. Um estudo realizado por Merla et al observou a diminuig&do

da expressao de genes adjacentes a uma regiao deletada (139), pronunciado em regides
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mais proximas aos pontos de quebra cromossdémica, mas podendo ser observada em

genes com até 5 Mb de distancia.

Por fim, & importante ressaltar que a delecdo da paciente HUBL1 foi herdada da
mae que, apesar de apresentar DI moderada e algumas dismorfias leves, ndo apresenta
MCs. Esse fato poderia enfraquecer a hipétese de que a regiao deletada é patogénica.
No entanto, varios estudos observaram um grau elevado de expressividade variavel em
sindromes de microdele¢&o e microduplicacdo (92). Inclusive, na literatura ha a descri¢cao
de casos de pacientes sem MCs ou sem DI (26,140), com quadros leves. Além disso, ha
a descricdo de pacientes cuja delecao é herdada de um progenitor e, mesmo quando o
progenitor é afetado, o quadro € consideravelmente mais leve que o do probando
(38,125,141).

Ming et al. (2002) (142) sugerem a hipotese de uma heranca digénica do tipo
modificadora, em que um segundo gene mutado aumenta a severidade do quadro. Assim,
CNVs ou mutacdes de ponto adicionais podem modificar o fenotipo ou agrava-lo, o que
pode explicar sindromes com alta variabilidade clinica (107). Como a CMA detecta
alteracdes razoavelmente grandes, € possivel que alguma mutacdo menor afete um
segundo gene e isso agrave o quadro do paciente, que ja teria uma dele¢do herdada do

progenitor.

Outra hipotese para a expressividade variavel é a de heterozigosidade composta.
Estudos observaram que, além da delecéo de um gene, € possivel que haja uma mutacao
de ponto no gene no outro alelo, agravando ou modificando o quadro de um paciente
(111,143). Essa possibilidade é descartada para os genes DLL1 e TBP, tendo em visa
que estudos em animais mostraram que mutagdes em homozigose eram letais (123,126).
Porém, é possivel que mutacdes de ponto nos outros genes da regido deletada

modifiquem o quadro do paciente e nao foram detectadas pela CMA.

Assim, a observacédo de que a mée da paciente, embora possua a mesma delecéo,
ndo apresenta MCs nao invalida a hipétese de que a delecdo é de fato patogénica. A
expressividade variavel é uma caracteristica comum das sindromes de microdelecéo e
microduplicacdo. Além disso, € possivel que as alteracbes na regido 6g27 possuam

penetrancia incompleta, ja considerada por outros autores (34,141).
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Concluindo o caso da paciente HUB1, a sindrome de microdelecdo 627 é uma
sindrome complexa que apresenta expressividade variavel e com possivel penetrancia
incompleta e agravamento do quadro nas geracdes seguintes. A delecéo identificada na
paciente pode ser considerada patogénica, sendo o gene DLL1 o principal gene

candidato na etiologia da MC observada na paciente.

4.2.2 Paciente HUB2

Paciente do sexo masculino, de 18 anos, filho de pais n&o consanguineos, foi
encaminhado pelo hebiatra para investigacdo de atraso do desenvolvimento e DI leve.
TC de cranio aos 16 anos evidenciou afilamento difuso do corpo caloso, mesencéfalo e
do restante do tronco cerebral, relacdo ndo harmoénica entre os lobos frontais e o restante

dos hemisférios cerebrais e assimetria craniofacial.

Nasceu a termo, de parto cesareo. O paciente teve ictericia e fez fototerapia por 4
dias. Apresentou hérnia inguinal, com correcdo aos 4 anos. Apresentou atraso nos
marcos do desenvolvimento: andou com 21 meses, falou as primeiras palavras aos 4

anos e controle vesical também aos 4 anos.

A méae teve toxoplasmose no primeiro més de gestacao. A toxoplasmose pode ser
transmitida durante a gestacdo, com taxa de 25% de transmissdo quando contraida
durante o primeiro trimestre, 54% durante o segundo e 65% durante o terceiro. As
manifestagdes clinicas sdo mais severas em casos em que a infec¢éo ocorre no primeiro
trimestre. Entre as manifestagcdes estédo hidrocefalia, microcefalia, calcificagdes cerebrais
e atraso do desenvolvimento. Entretanto, casos subclinicos foram descritos (144). Sendo
assim, o paciente HUB2 foi incluido no projeto pois ndo havia dados suficientes sobre a
gestacdo da mae, da infeccdo e da transmissédo para o paciente (como, por exemplo,
valores de IgM e IgG da mae e do paciente), além de existir a possibilidade de que o

paciente, mesmo afetado, ndo apresentasse sinais ou sintomas.
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Ao exame fisico, apresentava sinofris, fendas palpebrais curtas e obliquas pra
cima, epicanto bilateral, raiz nasal média, dorso e base nasal largos com columela curta,
labios grossos com eversdo do labio inferior, orelhas grandes e displasicas, I6bulo
proeminente, Uvula curta proeminente. Aos 17 anos, ndo sabe ler ou escrever. Faz uso
de medicacéo, Haldol e Depakene, para controle dos tiques da sindrome de Tourette.

O paciente possui cariétipo normal, além de resultado negativo para o exame de
X-fragil. A CMA identificou uma dele¢cdo de 120 kbps no cromossomo 9: arr[hgl9]
9q34.3(140,677,600-140,796,849) x1 (Figura 13).
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Figura 13. Resultado de exame de CMA do paciente HUB2, visualizado por meio do software ChAS versao
3.0 (Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromossomo 9 (barra vermelha na parte superior)
gue possui aproximadamente 120 kbps.

Essa delec&o envolve parcialmente dois genes descritos na base de dados OMIM,
associados a sindrome de Kleefstra (gene EHMT1 (#607001)) e a distonia autossémica
dominante 23 (gene CACNA1B (#601012)).

Para determinar se esta delecao foi herdada de um dos pais, ou se tratava-se de
uma alteracdo de novo, foi coletado sangue dos pais para realizacdo de MLPA
(Amplificacdo Multiplex de Sondas Dependente de Ligacdo). O MLPA é um exame capaz
de detectar diferentes tipos de alteragbes genéticas, como por exemplo CNVs e
mutacdes de ponto, mas é um exame indicado quando ha uma suspeita clinica, pois
investiga apenas regides especificas. A CMA é utilizada quando ndo ha suspeita clinica

e sua area de cobertura envolve todo o genoma. Assim, como uma alteragédo foi
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identificada na CMA, ndo é necessario realizar a mesma técnica nos pais, podendo-se
realizar um exame especifico, com menor custo e com analise mais rapida, que avalie

apenas a regido alterada, apenas para confirmacéo do modo de heranca da delecao.

A sindrome de Kleefstra € uma sindrome de microdelecédo bem definida. Devido a
alta variabilidade de expressao de sindromes de microdelecdo e microduplicacéo, é
comum realizar a CMA e identificar sindromes consideradas clinicamente reconheciveis,

gue passaram despercebido pelo exame fisico (92,96).

Os sinais mais comuns da sindrome sdo DI moderada a severa, hipotonia desde
a infancia, malformacdes cardiacas e dismorfias faciais (145-147). Pacientes com Dl leve
foram reportados na literatura (146,147), o que condiz com o quadro do paciente HUB2,
que apresenta DI leve. A dificuldade na fala e na coordenagdo motora grossa

apresentada pelo paciente também esta descrita como parte da sindrome (145,146).

Entre as dismorfias faciais descritas na sindrome, o paciente HUB2 apresenta:
sinofris, fendas palpebrais obliquas pra cima e labios grossos com eversdo do labio
inferior (146,147).

A TC de cranio do paciente evidenciou afilamento difuso do corpo caloso,
mesencéfalo e do restante do tronco cerebral, relacdo ndo harmbnica entre os lobos
frontais e o restante dos hemisférios cerebrais e assimetria craniofacial. Alteracdes do
SNC foram descritas na sindrome de Kleefstra (146,147). Entre elas, hipoplasia de corpo
caloso, reducdo volumétrica da substancia branca e assimetria dos cornos anteriores
foram observadas em pacientes descritos por Kleefstra e colaboradores (2009). Porém,

pacientes sem alteracdes no SNC também ja foram descritos na sindrome (146).

Disturbios do comportamento e psiquiatricos fazem parte da sindrome,
principalmente apds a puberdade (146,147), o que também pode explicar o quadro de
sindrome de Tourette apresentado pelo paciente HUB2.

A sindrome é herdada de forma autossémica dominante e a maior parte dos casos
ocorre de novo. A delegcéo pode ser herdada, em casos no qual um progenitor possua
uma translocacdo envolvendo a regido 9934, ou apresente mosaicismo somatico (147).
A causa da sindrome de Kleefstra foi definida pela haploinsuficiéncia do gene EHMT1,

gue pode se dar por delecbes ou mutagOes intragénicas (146). Esse gene € altamente
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expresso no cérebro de camundongos, condizente com sua fun¢do no desenvolvimento
do SNC (145).

O gene EHMT1 codifica uma proteina capaz de modificar histonas através da
transferéncia de um grupo metil e, consequentemente, esta associado a diminuicdo da
transcricdo de um gene (148). Nao existe uma relagdo gendtipo-fenétipo para a sindrome
de Kleefstra: pacientes com mutagdes intragénicas e delegdes pequenas apresentam
qguadros clinicos similares. No entanto, pacientes com dele¢cbes maiores podem
apresentar problemas adicionais, como infec¢des pulmonéarias e dificuldade de aspiragéo
(147).

A delecdo do paciente HUB2 envolve também o gene CACNALB, que foi
associado a distonia autossémica dominante 23 (OMIM #601012). Esse gene codifica
uma subunidade de um canal de célcio dependente de voltagem que se localiza no
neurdnio pré-sinaptico. Esse canal controla a entrada de calcio no neurbnio e a
guantidade de neurotransmissores que sera liberada na despolarizacdo. Um estudo
evidenciou uma mutagao de ponto de sentido trocado no gene CACNA1B, gerando ganho
de funcdo, e sendo o responsavel pelo quadro clinico de tremores em uma familia com
distonia-mioclonia (149).

As distonias sdo condi¢Bes neurologicas que afetam a contragdo muscular e
podem resultar em movimentos repetitivos ou posturas fixas. A distonia autossémica
dominante 23 foi descrita em uma familia com distonia cervical (150). Alguns membros
da familia apresentam leves tremores irregulares na cabeca, o que poderia ser

confundido com a sindrome de Tourette apresentada pelo paciente HUB2 (149-151).

A delecéo identificada no paciente HUB2 € considerada patogénica, sendo
considerada causadora da sindrome de Kleefstra e das MCs observadas no paciente. A
sindrome de Tourette identificada no paciente pode ser associada aos distarbios do
comportamento e disturbios psiquiatricos da sindrome de Kleefstra, assim como a
delecdo do gene CACNAB1, que pode contribuir para o quadro de movimentos repetitivos,

da distonia autossdmica dominante 23.
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4.2.3 Paciente SC1

Paciente do sexo feminino, de 18 anos, de pais ndo consanguineos.

A TC de cranio identificou espaco liqudrico ocupando quase toda a cavidade
supratentorial, com pequenas areas de preservacfes em regifes occipital-temporal,
parietal e parasagital, compativeis com holoprosencefalia alobar. Apresenta DI profunda,
nédo desenvolvendo fala, controle vesical ou capacidade de sentar com apoio ou firmar a
cabeca. Na familia, h4 apenas relato de um tio materno com DI, mas ndo ha relato de

doenca semelhante ou outras malformacdes.

Nasceu pré-termo, de seis meses, devido a um descolamento prematuro da
placenta. A paciente ficou internada na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) por trés meses,
teve insuficiéncia respiratoria, ictericia e necessitou de antibioticos. A mae, falecida, era
portadora de AIDS. O virus do HIV foi associado a danos no SNC, principalmente atrofia
cerebral e reducdo volumétrica de varias estruturas cerebrais. Um estudo evidenciou que
criancas infectadas no periodo perinatal apresentavam atrofia cerebral, calcificacdes nos
ndcleos da base e dilatacéo ventricular (152). Uma crianga com holoprosencefalia alobar,
filha de mée portadora do virus, foi descrita (153), mas a paciente SC1 foi incluida no
projeto pois ndo havia dados suficientes sobre a gestacdo da méae para afirmar que a
causa do quadro foi a infeccdo viral. Nao foi possivel afirmar que houve transmissao

vertical, que, em casos nao tratados € em torno de 15-45% (154).

Ao exame fisico, apresentava microcefalia, fronte proeminente, dentes tortos,

palato ogival, retrognatia, cifoescoliose e atrofia muscular secundaria a espasticidade.

Entre os antecedentes pessoais patoldgicos se encontram: déficit visual e
nistagmo, paralisia cerebral tetraplégica espastica, epilepsia ténico-clénico generalizada
(TCG) de dificil controle, disfagia neurogénica com necessidade de gastrostomia, doenca
do refluxo gastroesofagico (DRGE), constipacdo crbnica, pneumonia aspirativa de
repeticdo, traqueostomia, pneumopatia restritiva secundaria a deformidade de coluna e

luxacao de quadril esquerdo.



72

A CMA identificou uma delecdo de 98 kbps no cromossomo 9: arr[hgl9]
9p24.3(607,900-706,265) x1, que corresponde a delecéo parcial do gene KANK1 (Figura
14).
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Figura 14. Resultado de exame de CMA da paciente SC1, visualizado por meio do software ChAS verséo 3.0
(Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromossomo 9 (barra vermelha na parte superior)
gue possui aproximadamente 98 kbps.

O gene KANK1 regula a polimerizacéo da actina e parece ser um gene supressor
de tumor, pois sua expresséo esta diminuida em tecido de cancer renal (155). Um gene
ortdlogo em C. elegans, vab-19, é importante para a conexdo do tecido muscular a
epiderme e para a organizacao correta da actina (156). Individuos mutantes para vab-19
apresentam descolamento do tecido muscular da epiderme e, em consequéncia dessa

alteracdo muscular, sédo incapazes de rolar, apenas fazendo um movimento de contorsao.

O gene possui varias isoformas, com expressao tecido-dependente (155,157). Ha
duas variantes, A e B, sendo que a A, a mais curta, parece ser mais importante para o
neurodesenvolvimento, devido ao menor nimero de CNVs encontradas nessa regido, se
comparado com a variante B (158).

Lerer e colaboradores descrevem uma familia onde todos os afetados herdaram a
delecdo do genitor masculino enquanto que aqueles que herdaram a delecdo de genitor

feminino ndo séo afetados, sugerindo, assim, uma possivel regulacao por imprinting (157).
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Entretanto, ha relatos de individuos que herdaram uma delecao de origem paterna

e ndo apresentam o fenotipo, enfraquecendo tal hipotese (158,159).

Os pacientes descritos por Lerer se assemelham bastante ao paciente SC1,
apresentando nistagmo, quadriplegia espastica, DI e malformacéao cerebral. Os pacientes
do estudo apresentaram ventriculomegalia e atrofia cerebral (apesar de néo ser
considerada uma malformacdo cerebral), enquanto o paciente SC1 apresenta
holoprosencefalia alobar. Apesar de terem sinais similares, a MC evidenciada no paciente
SC1 é mais grave. Os outros antecedentes pessoais patolégicos do paciente SC1 podem

estar associados com essa MC mais severa.

Além da delecdo do gene KANK1, outro fator que pode ter contribuido para o
guadro do paciente € a hipdxia perinatal. Durante o desenvolvimento fetal e periodo
perinatal, antes da mielinizagdo, os precursores dos oligodendrécitos se proliferam,
migram e amadurem (160). A auséncia de oxigénio perinatal, pode acarretar em
consequéncias para a formacdo da substancia branca do SNC e, contribuir para a
paralisia cerebral. Aléem disso, a presenca de varios sitios de ligacdo de um fator de
transcri¢do induzido por hipdxia, HIF1 (do inglés, hypoxia-inducible factor 1) upstream ao

gene KANK1 (161), sugere uma possivel acdo da hipoxia neste gene (157).

Outra hip6tese levantada parte da observacao feita por Lerer et al de que a
expressdo do gene KANK1 em linhagens de células de linfoblastoides era monoalélica
(157). Vanzo et al. (2013)(158) sugerem que a diferenca entre os fenotipos se daria por
expressdo monoalélica estocastica. Esse tipo de expressao se caracteriza pela selecao
da expressdo de um dos dois alelos ainda na fase de desenvolvimento do individuo e
pode ser uma forma de controle da dosagem genética (162,163). Esse fenbmeno foi
observado em células-tronco neurais (163) e em genes associados com doencas do
neurodesenvolvimento, como esquizofrenia e autismo (162). Jeffries e colaboradores
(2013)(162) sugerem que a expressdo monoalélica estocéstica pode ajudar a explicar
doencas com penetrancia incompleta e a diferengca no quadro clinico de gémeos

monozigoticos discordantes.

Apesar das hipéteses expostas, é dificil explicar a MC tdo acentuada do paciente

SC1 através da CNV encontrada. E possivel que haja uma combinacéo de fatores, em
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gue a hipoxia perinatal contribuiu para a gravidade do fenétipo, somado ao efeito da
expressdo monoalélica estocastica que acabou afetando mais células por motivos
aleatérios. Em contraste, os pacientes descritos por Lerer teriam uma MC mais leve em
razao da expressdo monoalélica estocastica, que resultou em menos células afetadas.
Além disso, outras hipoteses, como presenca de mutacfes de ponto, ndo podem ser
descartadas.

Sendo assim, a CNV pode ser considerada como potencialmente patogénica e é
recomendada a realizacdo de exoma ou de um sequenciamento especificamente da
regidao deletada, na tentativa de se identificar outras muta¢cdes capazes de explicar a MC

mais acentuada do paciente SC1.

4.2.4 Paciente SC2

Paciente do sexo masculino, de 14 anos, filho de pais ndo consanguineos.

TC de cranio evidenciou paquigiria e agenesia do septo pelucido.

O paciente nasceu a termo de parto normal. Era hipertdnico e teve ictericia
neonatal, permanecendo dois dias na maternidade, mas sem necessidade de fototerapia.
A méae teve infeccao do trato urinério (ITU) na gravidez e um episddio de internacdo por
febre e nduseas.

Ao exame fisico, apresenta microcefalia, hipertelorismo, dentes tortos e baixo peso,
apresenta DI severa, ndo desenvolvendo fala, controle vesical ou capacidade de sentar
com apoio ou firmar a cabeca. O paciente frequenta escola de ensino especial.

Entre os antecedentes pessoais se encontram epilepsia TCG de dificil controle,
paralisia cerebral tetraplégica espastica, disfagia neurogénica moderada, disturbio do
refluxo gastro-esofagico (DRGE) e criptorquidia.

A CMA identificou uma duplicacdo de 229 kbps no cromossomo 11: arr[hg19]
11923.3(118,768,268-118,997,828) x3 (Figura 15), e outra duplicacdo de 192 kbps no
cromossomo 3: arr[hg19] 3929(197,451,713-197,643,460) x3.
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Figura 15. Resultado de exame de CMA do paciente SC2, visualizado por meio do software ChAS verséo 3.0
(Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido duplicada do cromossomo 11 (barra azul na parte superior) que
possui aproximadamente 229 kbps.

4.2.4.1 Duplicacéo 11923

N&o ha artigos relacionando duplicagdes na regido 11923 e um quadro clinico
especifico, mas ha mais pacientes registrados na base de dados DECIPHER do que no
na base de dados DGV, indicando que CNVs no local podem afetar genes sensiveis a
dosagem e causar alteracdes fenotipicas. Alguns pacientes descritos no DECIPHER
apresentam MCs: o paciente #767 apresenta hidrocefalia e hipoplasia do corpo caloso; o
paciente #322744 apresenta agenesia de corpo caloso, heterotopia e arrinencefalia e o
paciente #266266 apresenta hipoplasia do verme cerebelar. Entretanto, todos possuem
duplicacdes bastante extensas, de pelo menos 18 Mb.

A regido deletada no paciente SC2 envolve 13 genes descritos na base de dados
OMIM: BCLIL, UPK2, FOXR1, RPS25, TRAPPC4, SLC37A4, HYOUL, VPS11, HMBS,
H2AX, DPAGT1, C2CD2L e MZIF, sendo quatro deles associados anteriormente a
doencas. O gene HMBS foi associado a porfiria intermitente aguda, de heranca

dominante (164), e é expresso em figado e eritrocitos (165). O gene SLC37A4 foi
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associado a dois tipos de doenca de depdsito de glicogénio, ambos herdados de forma
recessiva (166). O gene DPAGT1 foi associado ao disturbio de glicosilacéo tipo | e a

sindrome miasténica congénita tipo 13, ambas herdadas de forma recessiva (167).

O gene VPS11 foi associado a leucodistrofia hipomielinizante tipo 12, cujos sinais
podem incluir afilamento do corpo caloso, atraso do desenvolvimento, DI, auséncia de
fala, alteragbes na substancia branca, entre outros (168). A leucodistrofia
hipomielinizante tipo 12 € uma doenca é herdada de forma recessiva e, para que o
paciente SC2 recebesse o0 diagnostico da doenca, este deveria necessariamente
apresentar outra mutacdo no segundo alelo do gene VPS11. Entretanto, ndo houve

suspeita dessa doenca durante a investigacédo do paciente.

Com base nessas informacdes, a CNV pode ser interpretada como potencialmente
patogénica. Apesar de ndo haver ainda um gene descrito na regido que seja capaz de
explicar o quadro de MCs observado no paciente SC2, a maior prevaléncia da duplicacéo
em pacientes afetados levanta a possibilidade de existirem na regido genes sensiveis a
dosagem. Quatro genes da regido ja foram descritos na base de dados OMIM, tendo sido
associados a doencgas. Entretanto, a haploinsuficiéncia destes quatro genes néo explica
o fendétipo clinico observado no paciente. Dentre 0os outros nove genes restantes, UPK2,
FOXR1, RPS25, TRAPPC4, HYOU1, VPS11, H2AX, C2CD2L e MZIF, é possivel que
haja um ou mais genes com funcdo importante para o desenvolvimento do SNC e que
futuramente possa explicar a MC. Por exemplo, o gene FOXR1, da familia FOX
(forkhead-box) se encontra na regido, mas pouco se sabe a respeito de sua expressao e

funcao.

4.2.4.2 Duplicacéo 3929

A sindrome de microduplicacdo 3929 ja foi descrita por outros autores como uma

sindrome com fenétipo clinico e neuropsicoldgico heterogéneos (169,170). Os sinais
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mais comuns sao DI, dismorfias faciais leves e distlrbios do comportamento e o fenétipo

€ considerado mais leve que a sindrome de microdelecéo reciproca (169-171).

A sindrome de microduplicacdo 3029 possui pontos de quebra especificos,
flanqueados por LCRs (do inglés, Low Copy Repeats), gerando uma duplicacéo de cerca
de 1,6 Mb (169,171). A CNV detectada no paciente SC2 é menor e se localiza mais
terminalmente que a duplicacdo tipica. Um estudo por Tassano e colaboradores
(2018)(169) descreve um paciente com uma duplicacdo pequena, de 447 kbps, e tenta
estabelecer uma regiao critica. A regido estabelecida por eles envolve dois genes DLG1
e BDHL1. Os autores sugerem que o ganho de dosagem destes genes € o responsavel
pelo fenétipo da sindrome de microduplicacdo 3g29. A delecdo do paciente SC2 se
encontra fora da regido tipica da sindrome e estes dois genes estdo localizados
proximalmente a duplicacdo. Porém, eles estdo localizados proximos o bastante para

sofrerem efeito de posi¢éo (139).

A duplicacédo envolve apenas trés genes: RUBCN, FYTTD1 e IQCG. H& um
nuamero maior de pacientes descritos no DECIPHER, indicando uma maior probabilidade
de ser uma CNV patogénica. O paciente SC2 apresenta atraso nos marcos do
desenvolvimento, microcefalia, DRGE e epilepsia, também registrado em outros
pacientes no DECIPHER.

MCs sdo incomuns na sindrome mas ja foram descritas em outros pacientes, como
heterotopia periventricular; hipoplasia do verme cerebelar (169); mielomeningocele,
malformacé&o de Chiari tipo Il e auséncia de septo pellcido (170) e variante de Dandy-
Walker (172). A paciente # 253721 do DECIPHER apresenta hipoplasia do corpo caloso,
mas sua duplicacdo contém 15 Mb, e além da duplicacdo, a paciente apresenta outras

duas delec¢des, o que dificulta a interpretacdo da duplicacdo 3929 em si.

A paciente 3 descrita por Goobie et al (2009)(172) apresenta DI profunda, ndo
exibindo controle vesical aos 16 anos e com uma duplicacéo de 1,9 Mb na regido 3929,
indicando que a CNV detectada no paciente SC2 possa ser causadora do quadro de DI
severa. Outra paciente, descrita por Fernandez-Jaén et al. (2014)(171), apresenta

paralisia cerebral e também ndo desenvolveu marcha nem controle vesical.
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As malformacgdes descritas nos pacientes sao distintas, mas a paciente descrita
por Lawrence et al (2017)(170) também apresenta agenesia de septo pellcido. A
paciente tem uma duplicacdo de quase 3 Mb, envolvendo 25 genes, incluindo os trés
genes duplicados no paciente SC2. O paciente SC2 apresenta agenesia de septo
pellicido e paquigiria. A agenesia de septo pelucido é um sinal em comum com a paciente
descrita Lawrence et al (2017)(170) e a paquigiria pode ser uma outra apresentacédo das

MCs observadas nessa sindrome.

Entre os trés genes encontrados na regido, RUBCN, FYTTDL1 e IQCG, apenas o
RUBCN (OMIM #613516) foi associado a uma doenca, a ataxia espinocerebelar
autossOmica recessiva tipo 15. Os sinais dessa doenca incluem atraso do
desenvolvimento, epilepsia, DI e disartria (173), que sao sinais apresentados pelo
paciente. Entretanto, ele ndo apresenta outros sinais clinicos que justificariam o
diagnostico dessa doenca e o paciente apresenta duplicacéo desse gene, o0 que contraria

a heranga autossGmica recessiva.

Expressdo do RUBCN foi detectada em varios tecidos em camundongo, com sinal
mais intenso no SNC (174). A proteina regula negativamente a autofagia e o transito

intracelular (175).

O gene FYTTD1 codifica uma proteina responsavel por transportar o mRNA para

0 nucleo celular e é expresso em Vvarios tipos celulares em embrido de galinha (176).

O gene IQCG é mais intensamente expresso em estdmago e testiculo. Sua funcao
€ desconhecida, mas um estudo indica que a proteina pode ter funcdo hematopoiética
(177).

Em concluséo, a CNV pode ser considerada potencialmente patogénica. Ainda
nao € possivel realizar uma relacdo genaétipo-fendtipo precisa nem estabelecer qual ou
guais genes sdo mais importantes para as alteracdes do SNC, mas h& evidéncias na
literatura de que a CNV pode causar erros na formacédo do SNC e MCs variadas, apesar

de o0 mecanismo ser desconhecido.
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4.2.5 Paciente SC3

Paciente do sexo feminino, de 26 anos, ndo possui dados dos antecedentes

familiares, entdo néo é possivel descartar consanguinidade.

TC de cranio aos 13 anos evidenciou acentuada dilatacdo do sistema ventricular,
apagamento de sulcos e fissuras corticais e espessamento difuso da calota craniana. Aos
24 anos, TC de cranio evidenciou acentuada hidrocefalia supratentorial, imagens
hipoatenuantes localizadas nos lobos frontais, sugerindo areas de encefalomalécia e

pansinusopatia inflamatoria.

Nasceu a termo, de parto domiciliar, ndo chorou e ficou cianédtica, mas nao
apresenta problemas cardiacos A mae teve pré-eclampsia e acidente de choque elétrico
aos 6 meses de gravidez, além de sofrer violéncia fisica do pai durante a gravidez. A mae
apresentava transtorno bipolar severo, com numerosas internagdes, e faleceu por
cardiopatia. Ndo ha informagfes sobre a mae com relagdo a medicacdes durante a
gestacao.

Ao nascimento, apresentou espinha bifida lombar e hidrocefalia congénita. Foi
operada para correcdo de mielomeningocele e colocacédo de DVP (derivacéo ventriculo-
peritoneal). Com um ano realizou vesicostomia devido a multiplas infec¢des urinarias.

Mée refere convulsédo no primeiro ano de vida e uso de gardenal.

Entre os antecedentes pessoais se encontram encefalopatia crénica ndo evolutiva
sindrbmica, pé torto congénito bilateral, hidrocefalia congénita corrigida com DVP e
mielomeningocele corrigida, bexiga neurogénica, DI moderada, paralisia cerebral
diplégica espastica de membro superior, paraplegia flacida simétrica, nistagmo, epilepsia
de dificil controle, asma persistente moderada, disturbio da linguagem oral, disfagia
orofaringea neurologica leve alem de sofrer maus tratos na infancia.

Ao exame fisico, apresentava microcefalia, obesidade, baixa estatura, palato
ogival, atrofia e hipotonia de membros inferiores. Nao desenvolveu fala, controle vesical
ou capacidade de sentar sem apoio ou andar, mas apresenta controle de tronco, sorriso

social, firma o pescoco e senta com apoio.
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A CMA identificou uma delecdo de 2,7 Mb no cromossomo 1: arr[hgl9]
1921.1921.2(145,764,678-148,520,164) x1 (Figura 16).
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Figura 16. Resultado de exame de CMA da paciente SC3, visualizado por meio do software ChAS versao 3.0
(Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromossomo 1 (barra vermelha na parte superior)
gue possui aproximadamente 2,7 Mb.

A CMA identificou uma delecéo de 2,7 Mb na regido 1921, que ja foi descrita como
uma sindrome de microdele¢do. Assim como outras sindromes de microdelecdo e
microduplicacdo, possui alta variabilidade de expresséo, o que dificulta o reconhecimento
clinico da sindrome (92,178,179). A sindrome de microdelecdo 1921 ndo possui um

fendtipo reconhecivel (178,179).

Os pontos de quebra nessa sindrome podem ser recorrentes, gerando uma
delecdo de 1,3 Mb e os sinais mais comuns na sindrome 1921 recorrente sdo microcefalia,
DI leve, dismorfias faciais leves e anormalidades oculares (179,180). O fenétipo pode
variar no caso de pontos de quebra ndo recorrentes, dependendo dos outros genes
afetados (92,180). Pode ser de novo ou herdada de um progenitor com fendtipo normal
ou mais leve que o do probando (178-180).

Entre os sinais descritos na sindrome, a paciente apresenta DI moderada,
distarbio da linguagem oral, epilepsia, microcefalia, baixa estatura, nistagmo e hipotonia

de membros inferiores. Refluxo vesicoureteral também foi descrito em pacientes com
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essa sindrome (DECIPHER #331384, #280387), explicando o quadro de ITUs de
repeticdo na paciente. As ITUs e a hipotonia dos membros inferiores também podem ser
consequéncia da correcdo da mielomeningocele. A paciente ndo desenvolveu fala, o que
difere dos pacientes descritos com a sindrome com pontos de quebra recorrente. Os
pacientes apresentam atraso de desenvolvimento da fala leve a moderado,
principalmente durante a infancia, mas apresentam melhoras posteriormente, podendo
atingir valores de QI verbal proximos aos da média populacional (180,181). A delecéo na
paciente é maior que a delecéo tipica, envolvendo 2,7 Mb em vez de 1,3 Mb, o que condiz

com um quadro mais variavel e mais grave.

A primeira TC de cranio da paciente evidenciou acentuada dilatacdo do sistema
ventricular, apagamento de sulcos e fissuras corticais e espessamento difuso da calota
craniana. A segunda TC evidenciou acentuada hidrocefalia e areas de encefalomalacia
e pansinusopatia inflamatoria. E interessante ressaltar que a paciente apresenta
microcefalia, apesar da hidrocefalia, que geralmente se apresenta da forma oposta, com
macrocefalia (182).

A presenca de MCs foram descritas na sindrome, apesar de serem incomuns,
afetando menos de 10% dos pacientes (178-180). As MCs mais comuns sao hidrocefalia
e agenesia do corpo caloso (180), explicando assim a hidrocefalia observada na paciente.
O apagamento de sulcos e fissuras corticais pode ser resultado da hidrocefalia congénita
(183). Um estudo observou diminui¢cdo do volume do corpo caloso em pacientes com
duplicacdo da regido 121, indicando a possibilidade de haver um gene sensivel a
dosagem associado com a formacao do corpo caloso nessa regido (181).

Estudos que avaliaram o perimetro cefalico de pacientes com microduplicacéo e
microdelecédo da regido 1g21 evidenciaram que os pacientes apresentavam macrocefalia
e microcefalia, respectivamente (178,179,181). Um estudo sugere que um gene paralogo
do HYDIN se encontra nessa regido e é responsavel pelas anormalidades no perimetro
cefélico (178,184). Estudos evolutivos sugerem que o gene HYDIN, que se encontra no
cromossomo 16, sofreu uma duplicacdo e inser¢do no cromossomo 1, formando o gene
paralogo, HYDIN2 (178,179,184). Alem disso, mutacbes em homozigose no gene HYDIN
em camundongos causam hidrocefalia, fazendo com que o paralogo, HYDINZ2, seja um
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candidato para a hidrocefalia apresentada na paciente SC3 (178). O HYDIN2 é altamente

expresso no cérebro, de acordo com um estudo realizado com camundongos (178,185).

Ha dois genes na regido, descritos na base de dados OMIM, que ja foram
associados a doencas: GJA5 (OMIM # 121013), associado a fibrilagdo atrial, e GJA8
(OMIM #600897), associado a catarata. No entanto, a paciente ndo apresenta nenhum
desses sinais. A delecdo envolve outros 14 genes descritos na base OMIM. Harvard e
colaboradores (2011)(186) sugerem os genes CHDL1 e PRKAB2 como candidatos para
0 quadro clinico da sindrome. Ambos sao sensiveis a dosagem e o CHDL1 foi associado
a instabilidade gendémica, enquanto o PRKAB2 codifica uma subunidade da proteina
quinase ativada por AMP (AMPK). Um estudo com camundongos nocaute para outra
subunidade da AMPK, a subunidade B1, evidenciou diminui¢cdo da atividade da AMPK e
anormalidades do SNC, fazendo com que o PRKAB2, em particular, seja um bom
candidato para as MCs (186,187).

O fato de que portadores de CNVs na regido 1921 sédo assintomaticos pode servir
de argumento para que a interpretacdo da CNV de uma variante benigna. Entretanto,
CNVs nessa regido sao raras na populagcdo normal, com frequéncia aproximada de
0,02%. Assim, pode-se considerar que a CNV é patogénica, e que a sindrome de
microdelecdo 1921 apresenta expressividade variavel e penetrancia incompleta
(178,179).

Concluindo, a delecdo encontrada na paciente SC3 pode ser considerada
patogénica e explica o quadro de MCs apresentado pela paciente. Ademais,
considerando que pode ser herdada de um dos progenitores, é aconselhado que os pais
realizem exame genético, como, por exemplo, o MLPA, para avaliarem se sdo portadores

ou se a delecao foi de novo.
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4.3 PACIENTES COM ALTERACOES CONSIDERADAS VOUS

4.3.1 Paciente HUB3

Paciente do sexo masculino, de 10 anos, filho de pais ndo consaguineos, foi

encaminhado pelo neurologista para investigacao de déficit cognitivo.

TC de cranio aos 5 anos evidenciou variante de Dandy-Walker, com hipoplasia de
parte do verme cerebelar, comunicando espaco cistico em fenda, comunicando a por¢ao

posterior do 4° ventriculo com cisterna magna alargada.

Nasceu a termo, de parto cesareo devido a sofrimento fetal agudo, apresentando
desconforto respiratério e ictericia. A mae teve bolsa rota por 7 dias e fez uso de
antibiético por 9 dias. O paciente fez fototerapia por 4 dias e permaneceu ha maternidade
por 9 dias, enquanto a mae fazia uso de antibiético. A méae refere que fez uso de tabaco
durante a gestacdo, fumando um cigarro por dia. Apesar da exposi¢cdo ao tabaco, o
paciente foi incluido no projeto pois ndo ha uma relacdo bem estabelecida entre
exposicdo pré-natal e malformagdes cerebrais, bem como concentragfes consideradas

definitivamente danosas.

Apresentou atraso nos marcos do desenvolvimento: sustentou a cabeca com 8
meses, sentou com 9 meses, ficou em pé com 18 meses, andou aos 24 meses, falou as
primeiras palavras com um ano e as primeiras frases aos 7 anos. Apresentou controle

vesical e anal aos 12 meses.

Ao exame fisico, apresentava fendas palpebrais obliquas pra cima, raiz nasal
baixa, ponta nasal larga e baixa, alteracdo em implantacdo dentaria, incisivos centrais
superiores longos e largos, encurtamento do quinto digito, alargamento de haluces e
implantacdo proximal de quintos pododactilos.

O paciente possui cariotipo normal, com aumento de tamanho do cromossomo Y
devido a excesso de heterocromatina, que é considerado um polimorfismo. Assim, o

resultado do caridtipo foi determinado como 46, XYgh+ e ndo tem relacdo com a histéria
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clinica do paciente. Possui resultado negativo para o exame de X-fragil. A CMA identificou
uma delecdo de 653 kbps no cromossomo 22: arr[hg19] 22q11.22911.23(22,997,928-
23,650,871) x1 (Figura 17).
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Figura 17. Resultado de exame de CMA do paciente HUB3, visualizado por meio do software ChAS versao
3.0 (Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromossomo 22 (barra vermelha na parte
superior) que possui aproximadamente 653 kbps.

A CMA identificou uma delecdo de 653 kbps no cromossomo 22, abarcando as
regides 22911.22 e 22q11.23. Tanto dele¢cdes quanto duplicagbes foram encontradas
nessa regido e foram associadas a sindromes bem descritas, como a sindrome de
DiGeorge, velocardiofacial e a sindrome do olho de gato (92). Entretanto, certas
sindromes que as vezes sao consideradas como condi¢cdes diferentes, como a sindrome
de DiGeorge e a sindrome velocardiofacial, apresentam expressividade variavel e
sintomas que se sobrepdem e h& autores que defendem que essas condigbes séo
diferentes apresentacfes de uma mesma sindrome, que deveria ser chamada apenas de
delecédo 22.q11 (188).

A regido 22q11 possui quatro blocos de LCRs, gerando uma predisposicao a erros
de alinhamento e, consequentemente, duplicacdes e dele¢cdes. Essas repeticdes fazem
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com que a regido 22qll seja inerentemente instavel e explicam a alta frequéncia de

CNVs encontradas em pacientes e a expressividade variavel da sindrome (188).

Ha um grande namero de registros de CNVs no DGV de tamanhos altamente
variaveis. Ha também uma delecdo de tamanho muito proximo a do paciente HUB3
(nsv521695)(189). Porém, ha uma quantidade ainda maior de registros no DECIPHER,
indicando que CNVs nessa regido sdo mais frequentes em pacientes afetados do que na
populacdo normal. Ha 13 pacientes com dele¢bes com pontos de quebra préximos aos
detectados no paciente HUB3 (317984, 279396, 271344, 274547, 276241, 253462,
265081, 287215, 300532, 332001, 279306, 324287, 362600).

Comparando apenas com esses pacientes com delecBes similares, existem
pacientes que apresentam atraso do desenvolvimento ou DI, em comum com o paciente
HUB3, mas nado ha relatos de MCs. Apenas o paciente 265081 apresenta hidrocefalia.

Essas delecfes similares foram classificadas como VOUS.

Comparando com as dele¢des maiores depositadas no DECIPHER, ha relatos de
pacientes com microcefalia, mas nenhum que apresentasse variante de Dandy-Walker,

vista no paciente HUB3, diminuindo a probabilidade de a CNV ser patogénica nesse caso.

A delecéo inclui quatro genes descritos na base de dados OMIM: RSPH14, GNAZ,
RAB36 e, parcialmente, o BCR. O gene BCR ¢é o0 Unico gene, descritos na base OMIM,
na regido que ja foi associado a doencgas: leucemia mieloide crénica e leucemia linfocitica

aguda.

Zhou e colaboradores (2000)(190) realizaram um estudo na regido 22ql1l,
avaliando, em especial, os genes RSPH14, GNAZ, RAB36. Expressao do gene RSPH14
foi detectada através de Northern Blot no cérebro, pulméo, figado e rim fetais, com sinal
mais intenso no rim. RT-PCR também detectou expressao no cerebelo, medula espinhal,
baco e musculo esquelético em tecidos normais e em amostras de tumor rabdoide, que
nao apresentavam mutacdes nesse gene. A funcédo desse gene é desconhecida.

O GNAZ codifica uma subunidade da proteina G, que participa da transducéo de
sinal, alterando os niveis de mensageiros secundarios dentro da célula (191). Altos niveis

de mRNA foram detectados no cérebro e na retina (192).
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O RAB36 € expresso em cérebro, pulmao, figado e rim fetais e ubiquamente em
tecidos adultos. Sua funcéo ainda nao foi definida, mas a proteina € homologa a varios
membros da familia Rab, que funcionam como reguladores do transporte vesicular
intracelular e se encontram no corpusculo de Golgi (190,193).

Por fim, o gene BCR foi associado a leucemia mieloide cronica, a leucemia
linfocitica aguda e é conhecido pela formacdo de uma proteina quimérica, resultado de
sua juncdo ao gene ABL, formando o cromossomo Filadélfia. O BCR é expresso
ubiguamente nos tecidos, apresentando alta expressdo no cérebro e em células
hematopoiéticas, com base em estudos em embrides de galinha, camundongo e
humanos. E expresso nos estagios iniciais da diferenciacido mieloide, com progressiva

diminuicdo da expressédo a medida que os leucdcitos amadurecem (194).

A proteina BCR € capaz de autofosforilar residuos de serina e treonina. O primeiro
éxon do BCR esta presente em todas as proteinas quimeras do BCR-ABL, indicando a

importancia critica deste éxon na funcéo da proteina (194).

Concluindo o caso do paciente HUB3, a regido 22911 é inerentemente instavel e
CNVs de tamanhos variados sdo comuns, com pacientes afetados e nédo afetados
apresentando alteracfes nessa regido. O numero de pacientes afetados é maior que o
de ndo afetados, indicando uma possibilidade de a delecdo ser patogénica, mas por
enguanto ndo ha evidéncias suficientes para classificar a CNV como tal. Sendo assim, a
CNV ¢é interpretada como VOUS. Os quatro genes localizados na porcdo deletada,
RSPH14, GNAZ, RAB36 e BCR, apresentam expressao no cérebro e a fungao de alguns
destes genes ainda € desconhecida. A interpretacdo da CNV pode mudar a medida que
mais estudos forem realizados nesses genes e mais pacientes forem registrados nos

bancos de dados, permitindo uma melhor relacdo genotipo-fendtipo.
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4.3.2 Paciente SC4

Paciente do sexo feminino, de 14 anos, filha de pais ndo consanguineos.,

TC de cranio aos 13 anos evidenciou hidrocefalia supratentorial, com sinais de
hipertenséo associada e agenesia de septo pelucido.

A paciente nasceu pés-termo, de parto cesariano. Méae refere que fumou e bebeu
na gravidez, além de sofrer violencia fisica, com traumas frequentes no abdome durante
a gravidez.

Apresentou numerosas complicacdes apos correcdo de mielomeningocele
toracolombar e que levou a 2 internagoes longas durante os 6 primeiros meses de vida.
Durante a segunda internagao apresentou quadro de meningite, pneumonia e asma. Aos
2 meses de vida apresentou episodio de crise convulsiva.

Firmou a cabeca com 3-4 meses, apresentou sorriso social aos 3 meses, sentou
com apoio aos 8 meses, sem apoio aos 4 anos, mas nao desenvolveu fala, controle
vesical ou capacidade de andar.

Entre os antecedentes pessoais se encontram encefalopatia crénica ndo evolutiva
sindrbmica, mielomeningocele corrigida, DI grave, paraplegia flacida simétrica, surdez,
epilepsia TCG, disturbio da linguagem oral, DRGE, malformacéo renal, ITU de repeticédo
secundario a bexiga neurogénica, insuficiéncia renal crénica compensada, deformidade
de coluna toracica, fusdo de costelas e maus tratos na infancia.

Ao exame fisico, apresentava microcefalia, baixo peso, baixa estatura, pectus
excavatum, tornozelo valgo acentuado bilateral e postura viciosa de articulacdes de
joelhos e quadril.

A CMA identificou uma delecdo de 1,5 Mb no cromossomo 2: arr[hgl9]
2012.2012.3(106,884,820-108,440,138) x1 (Figura 18).
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Figura 18. Resultado de exame de CMA da paciente SC4, visualizado por meio do software ChAS verséo 3.0
(Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido deletada do cromossomo 2 (barra vermelha na parte superior)
gue possui aproximadamente 1,5 Mb.

A CMA identificou uma delecéo de 1,5 Mb na regido 2q12, envolvendo trés genes
descritos na base de dados OMIM: PLGLA, RGPD3 e ST6GAL2. Nenhum dos trés genes
foi associado a doencgas e poucos estudos investigando tais genes foram realizados. O
gene PLGLA tem expressdo restrita ao figado (195), diminuindo a possibilidade de
contribuicdo para o quadro clinico da paciente.

O gene ST6GAL2 é expresso no cérebro (196), com um transcrito detectado
exclusivamente nesse orgdo (197). Codifica uma enzima capaz de transferir uma
molécula de acido sialico a oligosacarideos com uma sequéncia especifica.
Sialiloligosacarideos s&o considerados importantes para o0 crescimento e
desenvolvimento durante a infancia (196). Assim, é possivel que o ST6GALZ2 contribua
para o desenvolvimento do SNC no cérebro fetal.

O gene RGPD3 surgiu de duplicagdes em um gene préximo, RANBP2, com o qual
possui alta homologia. Entretanto, ndo é possivel fazer inferéncias sobre a funcdo do
RGPD3, que pode ter se modificado no processo de duplicagcdo e com a mudanca da
sequéncia ndo-homologa na regiao C-terminal (198).

O gene RANBP2 encontra-se proximo da regido deletada na paciente, a menos

de 300 kbs. Assim, € possivel que ele seja afetado pelo efeito de posicao (139). Ele foi
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associado a uma susceptibilidade a encefalopatia necrotizante aguda (199) e, portanto,
nao parece ter contribuido para o quadro clinico da paciente. Porém, considerando sua
funcao relacionada ao SNC, é possivel que o gene RGPD3 também tenha uma funcéo

importante para o SNC, sendo um candidato interessante para futuros estudos.

O gene SLC5A7, que também se encontra numa regido passivel de sofrer efeito
de posicdo (139), ja foi associado a uma doenca de heranga autossémica dominante, a
neuronopatia motora hereditaria distal tipo 7A (MIM #158580). O fendtipo inclui
dificuldade de caminhar, fraqueza e atrofia de membros causadas por neuropatia
periférica e paresia das cordas vocais (200-202). Assim, é possivel que a dificuldade de
caminhar e de controle vesical exibidas pela paciente tenham contribuicdo genética da
diminuicho da expressdo desse gene, e nao apenas como resultado da
mielomeningocele corrigida. Entretanto, a condicdo € progressiva e geralmente se
apresenta na segunda década de vida e néo ha registro de microdelecdes envolvendo
esse gene nos pacientes descritos com esse tipo de neuronopatia. As mutacdes
encontradas nesse gene envolvem principalmente mutagbes de sentido trocado ou

mutacdes por mudanca de matriz de leitura (200-202).

Ha uma quantidade similar de pacientes descritos no DGV e no DECIPHER com
CNVs nessa regido, o que dificulta a interpretacdo dessa CNV como benigna ou
patogénica. Ha pacientes registrados no DECIPHER com sinais apresentados pela
paciente, entre eles: distarbio da linguagem oral, DI, epilepsia, baixa estatura e

microcefalia. No entanto, também ha pacientes com alta estatura ou macrocefalia.

A paciente SC4 apresenta varios outros sintomas que nao foram descritos nos
pacientes registrados no DECIPHER, como, por exemplo, hidrocefalia, agenesia de septo
pelucido, malformacdo renal e mielomeningocele. Além disso, ndo ha artigos
relacionando a delecdo da regido 2gl2 com malformacdes cerebrais, dificultando a

interpretacdo da CNV como patogénica.

Portanto, conclui-se que, a CNV encontrada nédo € o suficiente para se explicar o
guadro clinico da paciente, em especial o fenétipo das MCs. Os genes RGPD3 e
ST6GALZ2 séo candidatos como possiveis contribuidores para o desenvolvimento do SNC,
mas carecem de mais estudos. Sendo assim, a CNV encontrada na paciente SC4 é

interpretada como VOUS.
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4.3.3 Paciente SC5

Paciente do sexo feminino, de 24 anos, sem dados paternos e, portanto, ndo sendo

possivel descartar consanguinidade.

TC de cranio aos 23 anos evidenciou desproporcéo craniofacial, com sinal de

reducéo volumétrica encefalica de forma exacerbada para a faixa etaria.
Nasceu a termo. Mae refere uso de tabaco na gravidez.

Ao exame fisico, apresentava baixo peso, baixa estatura, palato ogival, postura
viciosa das articulagbes de membros inferiores e superiores, com atrofia dos mesmos.

Apresentava cavalgamento de 2° e 3° pododactilos e tornozelo valgo acentuado.

A paciente ndo desenvolveu fala, sorriso social, controle vesical ou capacidade de

sentar sem apoio

Entre os antecedentes pessoais se encontram encefalopatia cronica nao evolutiva
sindrémica, DI profunda, surdez, deficiéncia visual, distdrbio da linguagem oral, DRGE,
disfagia orofaringea neurogénica moderada, cifoescoliose severa dextroconvexa,

paralisia cerebral tetraplégica espastica e epilepsia TCG.

Entre os antecedentes familiares maternos, a mae apresenta surdez e refere que

varias pessoas na familia apresentam DI.

A CMA identificou duas duplicagbes proximas uma da outra, no cromossomo 12:
arr[hg19] 12p13.33(1,317,638-1,627,395) x3 e arr[hg19] 12p13.33(1,190,349-1,291,079)
x3 (Figura 19). Entre as duplicacdes ha uma pequena regido deletada, caracterizando
essa alteracdo como um rearranjo complexo. Além disso, foi evidenciada
consanguinidade, com base em uma avaliacédo de regides de perda de heterozigose feita
pelo software ChAS. As duas duplicacdes juntas envolvem cerca de 470 kbps e apenas

0 gene ERC1, que se encontra descrito na base de dados OMIM.
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Figura 19. Resultado de exame de CMA da paciente SC5, visualizado por meio do software ChAS versao 3.0
(Affymetrix, EUA), no qual pode-se observar a regido duplicada do cromossomo 12 (barras azuis na parte superior)
gue possui aproximadamente 470 kbps, com uma pequena regido deletada entre elas (barra vermelha)

Em humanos, o gene ERC1 € expresso no cérebro, mas sua expressao € mais
elevada no coracéo, tireoide, musculo esquelético, cortex adrenal, testiculo e placenta
(203). O gene codifica uma proteina que compde o complexo IKK, que regula a expressao
de genes mediado pelo fator nuclear kappa-B (204).

Andlise dessa regido em bancos de dados evidencia que a por¢cdo duplicada é
mais prevalente na populacéo de pessoas afetadas do que de pessoas normais. Porém,
as informacdes disponiveis sobre o gene ERC1 nao séo suficientes para explica-lo como
causador do quadro clinico da paciente. Sendo assim, a CNV pode ser interpretada como
VOUS.

Com relacdo a consanguinidade, sabe-se que blocos de homozigose podem ser
sugestivos de doengas com heranga recessiva (205). Prasad e colaboradores
(2018)(205) realizaram um estudo utilizando sequenciamento de exoma completo em
pacientes cuja CMA revelou blocos de homozigose e identificaram alteracdes

patogénicas ou possivelmente patogénicas em 11% dos casos.
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5. CONCLUSAO

A taxa de diagnostico geral da CMA foi de 23,8% e a taxa de VOUS, de 14,3%. No
grupo 1, a taxa de diagnostico de CNVs patogénicas ou possivelmente patogénicas foi
de 18%, enquanto no grupo 2 foi de 30%. A taxa de VOUS detectadas no grupo 1 foi de
9%, e no grupo 2, de 20%. Assim, os resultados do presente estudo corroboram a
hipotese de que a CMA é um método eficiente para investigar a etiologia genética de

malformacdes do SNC.

As CNVs del6g27, del9g34 e dellg21 foram consideradas patogénicas e capazes
de explicar as MCs observadas nos pacientes (Tabela 2). O gene DLL1 apresenta-se
como melhor candidato para a MC observada na paciente com a delecado 6927, que é
uma sindrome de microdelecdo complexa com expressividade varidvel e sem um gene
especifico definido que possa explicar o quadro dos pacientes. J& a delecdo em 9934
caracteriza a sindrome de Kleefstra, uma sindrome bem definida, que pode apresentar
MCs, e o0 gene responsavel € o EHMT1. Por fim, a sindrome de microdelecdo 1921
apresenta alta variabilidade de expresséo e ha casos descritos de pacientes com MCs,
apesar de ser um sinal incomum, presente em menos de 10% dos pacientes. Os genes
CHDL1 e PRKAB2 séo considerados os melhores candidatos para as MCs na sindrome

de microdelecédo 1g21.

Tabela 2 - Descricdo das malformacdes cerebrais encontradas nos pacientes, CNVs identificadas, com
tamanho, classificacdo e genes candidatos

VEIETO Classificacao Genes
Paciente = Malformacgé&o cerebral CNV da CNV da CNV candidatos
(kbps)
Hidrocefalia com
reducéo da
hugy ~ Substanciabranca o q050 325 Patogénica DLL1

periventricular,
reducao volumétrica

do mesencéfalo
Afilamento difuso do

corpo caloso,
HUB2 mesencéfalo e do del9g34 120 Patogénica EHMT1
restante do tronco
cerebral
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Tabela 3 - Descricdo das malformagdes cerebrais encontradas nos pacientes, CNVs identificadas,
com tamanho, classificacao e genes candidatos

Paciente

HUB3

SC1

SC2

SC3

SC4

SC5

Malformacéo cerebral

Variante de Dandy
Walker: hipoplasia de
parte do verme
cerebelar,
comunicando porgao
posterior do 4°
ventriculo com
cisterna magna
alargada

Holoprosencefalia
alobar, microcefalia

Tipo de
CNV

del22g11

del9p24

dup119g23

Paquigiria, agenesia
de septo pellcido,
microcefalia

dup39g29

Hidrocefalia congénita:
DVP, acentuada hidrocele
supratentorial,
encefalomalacia,
apagamento de sulcos e
fissuras corticais.
Mielomeningocele
agenesia de septo
pelicido, hidrocefalia
supratentorial, com sinais
de hipertenséo associada
Desproporcao
craniofacial, com sinal de
reducdo volumétrica
encefélica

dellg21

del2q12

dup12pl3

dup12pl3

Tamanho Classificagéo
da CNV da CNV
(Kbps)
653 Vous
Potencialmente
98 éni
patogénica
22 Potencialmente
patogénica
192 Potencialmente
patogénica
2.7 Patogénica
15 Vous
310 Vous
101 VOUS

Genes
candidatos

CHDL1 e
PRKAB2

As CNVs del9p24, dup3g29 e dupllg23 foram consideradas potencialmente

patogénicas, mas nao ha indicios suficientes na literatura para classifica-las como

causadoras das MCs encontradas nos pacientes.
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As CNVs del22q11, del2g12 e dup12pl13 foram consideradas VOUS, n&o existindo
indicios suficientes para classifica-las como causadoras das MCs encontradas nos
pacientes ou do quadro clinico observado como um todo. A interpretacédo da CNV pode
mudar a medida que mais estudos forem realizados nessas regides e mais pacientes
forem registrados nos bancos de dados, permitindo uma melhor relacdo genotipo-
fendtipo.

Para os pacientes cujo resultado da CMA foi normal, é recomendada a realizacao
de exoma. Esse exame € capaz de sequenciar todas as sequéncias codificadores do
genoma e é o0 proximo passo ha investigacdo genética. O exoma é capaz de identificar
mutacdes menores que as CNVs detectadas pela CMA e sua interpretacdo é mais
simples que um sequenciamento de genoma completo, que seria 0 passo seguinte, apos
um resultado de exoma normal. Um sequenciamento de genoma completo tem a
vantagem de avaliar o acometimento de regides ndo codificadoras, como regides de

enhancers, promotores e miRNAs.

7

Por ultimo, € importante ressaltar que este estudo investiga caracteristicas
genéticas dos individuos investigados, mas outros mecanismos adicionais podem ser
importantes para a etiologia das MCs observadas. Entre os possiveis mecanismos
adicionais encontram-se efeitos dos genes deletados na regulacédo de genes adjacentes,
efeitos epigenéticos e possiveis mutacdes de ponto que possam estar interagindo com

0s genes deletados.
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ANEXO A- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA
FM/UNB

1| Universidade de Brasilia

Andhze Cromossdmica por Micrearray em pacientes com nalformactes cersbrais

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

O (A) senhor (a) estd sendo convidado a participar do projeto: “Analise Cromossdmica por
Microamray em pacientes com malformagdes cerebrais”. O objetivo desta pesquisa & identificar noves
genes ou Tegies gendmucas relacionadas & formacio do sistema nerveso central

O (A) senhor (a) recebera todos os esclarecimentos necessirios antes e no decomer da pesguisa
e lhe assequramos que seu nome nHo aparecerd, sendo mantido o mais ngeroso sigilo através da
omissio total de quaisquer informagdes que permitam identifica-lo (a).

A sua parficipacio ocorrera por meie da realizacio de exames laboratoniais. Os exames serdo
realizados a partir da coleta de sangue para extracio de DINA. O procedimento de coleta de sangue por
pumgdo wvenosa sera realizade com matenial esténl descartivel de boa quabidade por profissional
habilitado, podendo ocasionar wm pouco de dor e formacdo de equimose no local.

E possivel que o senhor (3) venha a se beneficiar dos resultados deste projeto, a partir dos
resultades dos exames laboratomais de forma a idenfificar os genes relacionados & sma condigfio,
permutindo precisio no sen acompanhamento e de sens fanmliares, desde que comsentido pelo (3)
senhor(a).

Informameos que o senhor (3) poderd se Tecusar a responder qualquer questie (ou participar de
qualquer procedimenta) que lhe traga constrangimento, podends desistir de participar da pesquisa em
qualquer moments sem nenhum prejuizo para o senhor(a) & nenhum comprometments em sen
scompanhamento médico. Sua participacio & voluntaria, isto &, nfo ha qualquer tipo de pagamento por
sua colaboragio. Case solicite e mediante comprovacio, o senhor(a) podera ser ressarcido(a) pelos
gastos com deslocamento e alimentaciio devide i participagio nessa pesquisa Além disso, sera
garantido atendimente imediate e fou indemizacio diante de evenfuals danos comprovadamente
decormentes dessa pesquisa, vistas as medidas administrativas e judiciais cabiveis.

s resultados da pesquisa serdo divulgados na Universidade de Brasilia, podendo ser
publicades posteriorments. Os dados e materals wtilizados na pesquisa ficarde sob a guarda de
pesquisador.

Solicitamos também sua autonzacdo para armazenamento de sua amestra biologica de sangue
para possivels ouiros estudos fituros em homepositorio ne Laboratonio de Genética da Umiversidade
de Brasilia. A amostra apresentara uma codificacio alfaiimérnica e so podera ser mamuseada pelos
individnos diretamente relacionados com o projeto.



Se o (a) senhor (3) tiver qualquer divida em relacSo 3 pesquisa, por faver telefone para a
Professora Aline Pic-Taylor, na Universidade de Brasiha, mimero: (61) 3107-3083, em horino
comercial, ou Marcela Dias Hanna, mimero: (61) 99952-0447 em horano comercial .

Este projete fol Aprovado pelo Comité de Efica em Pesquiza da Faculdade de Medicina da
Umniversidade de Brasilia As dividas com relagio 4 assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da
pesquisa podem ser obtidos através do e-mail cepfinfinmbbr ou do telefone: (61) 3107-1918 de
sequnda 4 sexta-feira, de 8has 12he 13h as 16k

Este documento fiol elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador responsavel e a outra
com o sujeite da pesquisa.

{ ) Estou assinando em men nome.
{ ) Estou assinando em nome do men dependente legal
Se vocé estiver de acorde, por favor, assine esta folha,

Nome / assmatura de vohmtano ou responsavel] legal

Aline Pie-Taylor

Faculdade de Medicina - Universidade de Brasilia-UnB
Campus Universitanio Darcy Fibeiro - Asa Norte- Brasilia-DF Brasil - CEP: 70.910-900
Tel: (61) 3107-1918
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ANEXO B - FOLHA DE APROVACAO DO CEP-FM/UNB

UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W
DE BRASILIA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADCS O PROJETO DE PESGUISA

Titulo da Pesquisa: Analise Cromossdmica por Microarray em pacientes com maformagies
cerebrais

Pesquisador: Alme Pic

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana gue n3o necessita de analise
&tica por parte da COMEP;):

Versdo: 1

CAAE: §5343216.1.0000.5558

Instituigio Proponente: Instiuto de Biolegia da Universidade de Brasilia
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS O PARECER

Namero do Parecer: 2.261.882

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo que selecionara cerca de 100 Cerca de 100 pacientes atendidos pelo senvico de
Genética Clinica do Hospital Universitario de Brasilia e diagnosticados com malformagdes cersbrais, gue
serdo convidados a participar da pesquisa. Para a andlise genética, sera realizada a técnica de Analise
Cromassdmica por Micreamanjo (CMA), e, como protocole de rotina de laboratéric, também sera feito o
cariotipo. Para tanto, far-se-a a coleta de 4 a & mL de sangue perférico em tubos contendo EOTA ou
heparina. As andlises do caridtipo serSo feitas no Laboratorio de Genética Médica na Faculdade de
Medicina da Universidade de Brasilia e a CMA, no Laboratério de Embriclogia & Biologia do
Desenvolvimento.

Oz pesquisadores apresentam os seguintes oritérios de inclus3o:

Pacientes com malformagdes cerebrais {como por exemplo malformagao de Dandy-Walker, polimicrogiria,
lisencefalia & outros cases de agenesia de corpo caloso) iscladamente cu em forma sindrémica.

Emdersgo:  Unlversidasde d= Erasila, Campus UniversESno Darcy Riteiro - Faoukdsde de Medicing

Balmo:  Asa Nome CEF: 70.510-s00
UF: DF Hunisiplo: BRASILLA
Tedofona: (51 3107-1818 E-mall: cepfmiiunb.br

Pigia Ul da 0%



UNB - FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE W
DE BRASILIA

Conlinuegie do Panecer: 2 281 882

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Buscar alteragdes cromossomicas submicroscopicas em pacientes com malformagdes do sistema nervoso
central pela Andlise Cromossomica por Microamanjo.

Objetivo Secundano:

Identificar noves genes ou regides gendmicas associadas 3 formag3o do sistema nenvose central e elucidar
a relagio gendtipo-fendtipo do quadro clinice dos pacientes afetados.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Riscos inerentes 3 coleta de sangue periférico por equipe capacitada e material descartavel de boa
qualidade {inchago no local. equimose, entre outros).

Beneficios:

Pacientes participantes e seus familiares serdo beneficiados com diagndstico molecular de ponta além de
aconselhamento genético.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa em tela demonsira solida fundamentagdo tednica, dlareza na apresentagdo do problema e dos
objetivos & desenho metodologico adequado. Alem disso, conta com a infraestrutura fisica e pessoal
apropriada, bem como aporte financeiro para o custeio de materiais (escritorio, coletas e laborataric),
alimentac3o, transporte & pagamentos de servigos (pessoa fisica e juridica).

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos os documentos necessarios para apresentagdo de projetos de pesquisa no GEP/HUEB foram insaridos
na plataforma de maneira adequada e assinados por todos os responsavess das aneas envolvidas.

Quanto aos termos de assentimenio e consentimento livre e esclarecido, obsenvou-se que apresentaram as
informacdes e os procedimentos da pesquisa de forma clara, detalhada e informal, afinginde desse modo o
objetive de comamicar todos os elementos de tal forma que o participante aceite ou rejeite sua entrada no
estudo.

Recomendagdes:
Ajustar as datas no cronograma de execugac do projefo.

Emdersgo: Universidade de Erasila, Campus UniversEano Dancy Ribeiro - Faouidsde d= Medicina

Balro:  Asa Mome CEP: 70.510-200
UF: DF Euniksiplo: BRASILIA
Telefona:  (51)3107-1918 E-mall: cepfmifunb.br
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Coflinuagls do Paiseer 2 2801 82

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Diante do exposto, recomendo a aprovac3o da pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Frojeto apreciade pelo relator e encaminhado para esta coordenagao. O projeto foi Aprovado pelo
Coordenador, Ad Referemdum.

De acordo com a Resolugdo 488/2012-COMEPICNS, itens ¥_1.- 3b. e X1.2.d, este Comité chama a atengao
da cbrigatoriedsde de envio do relatorio parcial semestral & final do projeto de pesquisa, contados a partir da
data de aprovagdo do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Amuive Postagem Autor Situagan
Informagoes Basicas | PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_F | 16/0272017 Aceito
do Projeto ROJETO B20424 pdf 13:14:41
TCLE /! Termos de | TCLEFM pdf 16/D2/2017 [Aline Pic Aceito
Assentimento | 13:1408
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto folha_de_rosto.pdf 11/D2/2017 [Alne Pic Aceito

15:08:35
Qutros Termo_de_imagem.pdf 28/01/2017 | Aline Pic Aceito
00:04:08
D Ao de TERMO_DE_COMSEMNTIMEMTO _BioRe| 29/01/2017 |Aline Pic Aceito
Manuseio Material  |p.pdf 00:0341
Biolagico |
Biorepositorio /
Biobanco
Projeto Detalhado ! | projetopiataformabrasil pdf 011272016 |Alne Pic Aceito
Brochura 15:41-55
Investigador
Qutros Cumicule_Lattes_Silwiene_Fabiana_de_ | 25/11/2016 |Alne Pic Aceito
Oliveira.pdf 22:32:55
Qutros Cumicule_Lattes_Marcela Dias Hanna. | 25/11/2016 |Alne Pic Aceito
pdf 22:32:27
Outros Cumicule_Lattes_Mara_Santos_Cordobal 25/11/2016 |Alne Pic Aceito
pdf 22:32:10
Qutros Cumicule_Lattes_Juliana_Forte_Mazzeu | 25/11/2016 |Alne Pic Aceito
de_Araujo.pdf 22:31:41
Cutros Curricule_Lattes_Aline_Pic pdf 25M11/2016 |Alne Pic Aceito
22:31:23

Enderego:  Universidade de Erasila, Campus UniversEano Darcy Ribeiro - Facuidade de Medicina

Balmo:  Asa Nome CEP: 70.910-s00
UF: OF Hunkziplo: BRAZILIA
Tedefona:  (51)3107-1918 E-mall: cepfmifiunb.br
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Qutros Encaminhamento.JPG 2501152016 | Aline Pic Aceito
21:56:50

D o de Aceite JPG 25/11/2016 |Aline Pic Aceito

Instituicao e 21:55:41

Infraestrutura

Declaragac de Responsabilidade_ JPG 251112016 | Alne Pic Aceito

Manuseio Material 21:53:14

Biclagica |

Biorepositorio

Bicbanco

Dedaracao de Declaracao_dados.pdf 251112016 | Alne Pic Aceito

Pesquisadores 21:K1:55

TCLE ! Termos de | Dispensa_Assentimen o, pdf 25112016 | Aline Pic Aceito

Assentimento 21:48:18

Justificativa de

Auséncia

Orgamento Orcamento. pdf 121172016 | Aline Pic Aceito
18:31:37

Cronograma Cronograma.pdf 12111/2016 | Aline Pic Aceito
18:23:50

Sitwagdo do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:

Mao

Endersgo:  Universidace de Erasila, Campus UniversEsra Dancy Ribeiro

Balmo:  Asa Norde

BRASILIA, D6 de Setembro de 2017

Assinado por:
Florencio Figueiredo Cavalcanti Neto
{Coordenador)

CEP: 70.910-200

UF: DF Munizsiplo: BRAZILIA

Tedofone: (&1)3107-1318

E-mall: cepfmifunt.br

- Faouidsde de Medicina
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DA UFG

o@®
.‘..
UFG
TERMO DE CONSENTIMENTO INFORMADO (A) E ESCLARECIDO (A)

Prezado (a) Senhor (a) responsavel, seu (sua) tutelado (a) esta sendo
convidado(a) a participar, como voluntario (a), de uma pesquisa que oferecera
uma analise genética com a finalidade de verificar se existem alteragdes
associadas a Deficiéncia Intelectual. Apos entender as informagdes a seguir,
caso aceite fazer parte do estudo e autorizar seu (sua) tutelado(a), assine ao
final deste documento, que estd em duas vias, uma é sua e a outra do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé ou seu (sua) filho(a) n&o

serdo penalizados de forma alguma.

Pesquisador Responsavel: Dr. Vinicius Montenegro Torres (telefone
992396083 ou vini.mtorres@gmail.com)

Equipe: Dra. Nadia Aparecida Bérgamo, sob supervisdo da Dra. Lucilene Arilho
Ribeiro Bicudo (ICB-UFG, tel. 3551-1481).

Informagées sobre a pesquisa
Projeto: “Caracterizagao clinica e diagndstico genético em pacientes com
Deficiéncia Intelectual indeterminada, de uma instituicdo de internagao

crénica em Trindade-Goias.”

Se vocé concordar em participar e autorizar a participagdo do seu (sua)
filho(a), sera examinado pela médica da equipe (Dr. Vinicius) e depois sera
coletado sangue. A coleta de sangue sera realizada por uma biomédica da
equipe capacitada para o procedimento. Os riscos: a coleta de sangue pode
causar um pouco de desconforto fisico e ha possibilidade de aparecer uma
mancha roxa (hematoma) na regido. Caso apresente algum problema sera
imediatamente  atendido  por biomeédicos capacitados.

Para  evitar
constrangimentos durante a entrevista e/ou coleta de informagdes, sera atendido



individualmente. O tempo para responder ao questionario e coleta do sangue
para os exames solicitados sera de aproximadamente trinta minutos.

Os resultados: serdo entregues para 0s pais ou responsaveis e uma
copia de cada exame sera arquivada no Laboratorio de Genética Molecular e
Citogenética da UFG. Os resultados serao divulgados em palestras dirigidas ao
publico participante, relatérios parciais € finais, apresentacdo em congressos €
artigos cientificos.

Garantia de sigilo e privacidade: seus dados serdo identificados apenas
por codigos e as informagdes obtidas na triagem do estudo, serdo guardadas
sob sigilo e poderdo ser publicadas em relatérios cientificos sem a identificagao
pessoal. Os questionarios serdo armazenados em pastas de acesso exclusivo
da pesquisadora responsavel e sera mantido em arquivo sob a responsabilidade
da coordenadora da pesquisa, por pelo menos 5 anos, conforme Resolugéo
466/12 e orientagdes do CONEP.

A sua participagéo é voluntaria. Ndo havera qualquer valor monetario
ou gratificagdes por ter participado da pesquisa e poderd em qualquer
momento deixar a pesquisa sem penalidades ou perda dos beneficios recebidos.
Ficara com vocé uma cépia deste Termo com os telefones dos investigadores,
que esclarecerao qualquer duvida que vier a ocorrer.

Sua participagdo € voluntaria e muito importante para a execugdo da
pesquisa. Ninguém sabera que seu (sua) filho(a) esta participando da pesquisa,
nao falaremos a outras pessoas, nem daremos as informagdes obtidas a
estranhos e nédo identificaremos © nome do (a) seu (sua) filho(a) em hipotese
alguma. A qualguer momento, durante a pesquisa, ou posteriormente, vocé
podera solicitar da pesquisadora responsavel informagdes sobre a participagio
de seu {sua) filho(a) efou sobre a pesquisa, o que podera ser feito através dos
telefones de contato da pesquisadora. A participagdo de seu (sua) filho(a)
consistira em responder um questionario e seu (sua) filho (a) sera examinado,
medido sua altura e peso, e faremos a coleta de sangue para exames de

genética. As amostras de sangue serdo obtidas por coleta na veia, feito com
material esteril descartavel e de uso individual. Caso concorde em participar
desta pesquisa seu (sua) filho(a) sera beneficiado com exames gratuitos. Desta

forma, pretendemos auxiliar no diagndstico das causas genéticas da Deficiénc;i
cia
Intelectual.
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DECLARO que a participagdo de meu (minha) filho(a) é isenta de despesas.

dicdes de minha participagdo na

DECLARO que entendi os objetivos e con

pesquisa e concordo que meu (minha) filho(a) participe voluntariamente deste

estudo. sem quaisquer penalidades ou qualquer prejuizo

Eu abaixo

assinado, documento de identidade n°

responsavel pelo aluno(a)
, autorizo sua

participagdo na pesquisa.
Fui devidamente informado(a) e esclarecido (a) sobre a pesquisa € 08

procedimentos envolvidos. Garantiram-me que possO retirar meu consentimento
a qualquer momento. No caso de novas pesquisas propostas com os dados

coletados, serei informado e permitirei ou n&o sobre 0 uso do material biologico.
Em qualquer momento posso retirar o consentimento e deixar de participar desta

pesquisa, sem qualquer prejuizo.

/ /

Goiania,

Assinatura do responsavel pelo paciente:

Sujeito da pesquisa

Impresséao digital

Agradecemos sua valiosa colaboragao.

Atenciosamente,

Msc. Vinicius Montenegro Torres

Responsavel pela pesquisa
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ANEXO D - FOLHA DE APROVACAO DO CEP/UFG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE W«mﬂ
g GOIAS - UFG
P |

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZAGAQ CLINICA E AUXILIO DO DIAGNOSTICO GENETICO EM
mee 4 SACIENTES COM DEFICIENCIA INTELECTUAL DE UMA INSTITUIGAO DE
INTERNACAO CRONICA EM TRINDADE-GOIAS.

Pesquisador: Lucilene Arilho Ribeiro Bicudo

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

Versdo: 2

CAAE: 43747315.1.0000.5083

Instituicao Proponente: Universidade Federal de Goias - UFG

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1144 113
Data da Relatoria: 08/07/2015

Apresentagac do Projeto:

Titulo da Pesau sa- CARACTERIZAGAO CLINICA E AUXILIO DO DIAGNOSTICO GENETICO EM
PACIENTES COM DEFICIENGIA INTELECTUAL DE UMA INSTITUICAO DE INTERNAGAO CRONICA EM
TRINDADE-GOIAS N. CAAE: 43747315.1.0000.5083. Pesquisadora Responsavel: Lucilene Arilho Ribeiro
Bicudc.

Trala-se de um estudo com pacientes que apresentam deficiéncia intelectual idiopatica com

ohjetivo de realizar a triagem clinica e genética dos pacientes institucionalizados da Vila Sao José Bento
Cottolengo em Trindade-Goias. Foram anexados 0s seguintes documentos: Folha de rosto envolvendo
seres humanas, projeto de pesquisa, aprovagao do projeto no Conselho Diretor, termo de anuéncia da
diretora da Vila Sao Cottolengo, termo de compromisso dos pesquisadores, TCLE destinado ao tutor e
TCLE destinado aos pais ou responsaveis legais.

Obijetivo da Pesquisa:

Tem como objelivo geral realizar a triagem clinica e geneética de individuos institucionalizados da Vila Sao
Jose Bento Cottolengo em Trindade-Goids que apresentem deficiéncia intelectual idiopatica; e como
objetivos especificos:Caraclerizar clinicamente os individuos com DI da Vila Sao

Enderego: Predio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP:
UF: GO Municipio: GOIANIA

Teletone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1153

74.001-970

E-mail: cep prpiulg@gmal com
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Continuagao do Parecer 1144 113

José Cottolengo em Trindade, GO: Analisar o cariétipo em busca de alteragdes cromossdmicas; Analisar as
regides subteloméricas dos cromossomos na busca de anormalidades génicas nos casos em que o cariotipo
apresentar-se normal; Obter Gados socio-demograficos e o historico genético-familiar para subsidiar politicas
publicas para o individuo com Di: e Fornecer a consultoria genética aos individuos e familiares envolvidos
na avaliagao. '

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Quanio aos riscos. relatam que: "A coleta do sangue periférico ndo colocara em risco a vida do
individuo,visto ser um procedimento simples e realizado por profissionais capacitados. Podera surgir um
desconforto causado peia pungde da agulha durante o procedimento da coleta, porém, um efeito

e

passageiro. Na reg podera surgir um leve hematoma que desaparecera em poucos dias.”

Quanto aos benefi s paricipantes analisados: Os participantes com diagndstico

s

idiopatice ge D! institucionalizados poderdo ser beneficiados com as analises citogenética e molecular, uma
vez que que a identificagzo do diagnostico especifico da DI permite se ter um melhor conhecimento a

respeits ¢o cutso natural da doenga. Isso possibilitaria intervengdes, tais como terapia ocupacionai,

cu intervencdo medicamentosa mais diretivas, as quais melhorariam a qualidade de vida do

© 2 todos os exames e receberdo orientagao genética, que para tal, sera realizada
ora com 2 utilizagdo de recursos didaticos (gravuras, desenhos,ilustragGes) que
auxiliam no entengimenio

Quanto ao

formagaoe o tr

3

que atuam na UFG, rao futuramente atuar nesse campo na satde plblica. Assim, a comunidade que

utiliza os servigs Ublica sera beneficiada com os

~,

conhecimentos obticcs. Durante o desenvolvimento do estudo, os resultados parciais serao apresentados

em congressos especifcos da area e artigos cientificos seréo publicados em periodicos, além de
9

I

apresentagoes e paie nto a UFG e outras instituigées. Outras palestras informativas poderdo ser

ministradas nas esc« pata gue os pais e responsaveis conhegamn e compreendam a genética, de forma

clara e facilitada.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo cujcs participantes serao individuos institucionalizados na Vila Sao José Bento
Cottolengo em Trindade-Goias que apresentem deficiéncia intelectual sem causa determinada. A amostra
esperada € de 30 inlernos da instituigae, contudo, esse numero

Enderego: Prédio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municiplo: GOIANIA
Telefone: (£2)3521-1215 Fax: (82)3521-1163 E-mail: cep.prpi utg@gmail.com
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dependera da avaliacao inicial realizada pela equipe médica. Com relacao a faixa etaria, seréo incluidos
criangas, adolescentes e adultos com deficiéncia intelectual idiopatica e serao excluidos individuos que
apresentem deficiéncia intelectual causada por fatores exogenos.

Estes pacientes serao avaliados por uma equipe médica, que fara uma anamnese detalhada na busca de
dismorfismos e maltormagdes congénitas associadas ao quadro de DI. Os individuos que apresentarem
indicagdo clinica de avaliagao genética serdo convidados a participar do estudo. Os pacientes que néo
apresentarem indicagdo clinica na anamnese, ou cujo diagndstico etiolégico seja de DI ocasionadas por
hipéxia, traumas, meningoencefalites ou outras etiologias conhecidas serao excluidos da avaliagao
genética.

Amostras de sangue periférico serac coletadas nos individuos selecionados, nas quais seréo realizadas as
analises genéticas. O sangue serz coletado por venopungdo e separado em duas aliquotas. A primeira
porgao sera adicionada heparina socica (BD Vacutainer Sodium Heparin 143 USP units) € encaminhada
-2. A segunda porgéo sera coletada com o anticoagulante EDTA (BD
= cnada para as analises molecutares. A coleta de sangue periférico sera

para exames de citogenética class
Vacutainer K2 EDTA 7,2 mg) e dire
realizada no laboratério de Analises Clinicas onde os participantes estdo institucionalizados. A analise dos

dados seré realizada ulilizanco-s2 scitwares apropriados a cada metodologia proposta. os dados obtidos

serao relatados de forma descritiv

Consideraces sobre os Termos de anresentagdo obrigatéria:
O presente estudo sera realizaco com individuos que apresentem deficiéncia intelectual sem causa
determinada,institucionalizados nz Vila Sao José Bento Cottolengo em Trindade-Goias,

administrada pelos Padres Recenicristas e pelas Irmas Filhas da Caridade de Sao Vicente de Paulo que
estiverem sob a tutela e guarda gera! das Irmés da Vila Sao Cotollengo, as quais sao as responsaveis legais
por esses individuos e guem 2utonizarao ou ndo a participagédo na pesquisa mediante assinatura do Termo
ido (TCLE).

Tambem participardo aqueles cue estiverem sob tutela provisoria na Vila, nos quais os familiares serao

de Consentimento Livre e Escia

contatados para que a pesquisa seja apresentada e ser@o convidados a participar do estudo. Havendo
concordéncia dos pais ou responsaveis. o TCLE apropriado sera aplicado.

A amostra esperada é de 30 participantes da instituigao, contudo, esse nimero dependera da avaliagao
inicial reatizada pela equipe méecica. A idade desses individuos podera variar de 1 a 40 anos de idade.
Como esses participantes apresentam comprometimento intelectual e, portanto, ndo exercem o
discernimento para concordarem ou Nao com a sua participagao

na pesquisa, o Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE) nao sera aplicado, bem como o

Enderego: Prédio da Reitona Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambala CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prplulg@gmail.com
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TCLE para os maiores de 18 anos. O TCLE sera aplicado as Irmas detentoras da tutela e guarda dos
internos ou aos pais os responsaveis.

No TCLE esta garantido sigilo e privacidade, e que os resultados da pes
relatérios cientificos sem sua identiticagao. Ndo havera qualquer valor monetario ou gratificagées por ter
participado da pesquisa e podera e qualquer momento deixar a pesquisa sem qualquer consequéncia para

quisa serdo publicadas em

a sua pessoa.

Os pesquisadores informam que toda e qualquer avaliagdo clinica sera realizada na Vila Sao

Cotollengo, nao havendo a necessidade de se fotografar os participantes, e que a amostra de sangue a ser
utilizada na presente andlise sera obtida quando dos procedimentos de rotina do participante no hospital, a
pedido médico. ndo sendo,portanto, exclusividade da pesquisa. Serao utilizados uma amostra de 3ml de
sangue para as analises propostas.

O cronograma esta adequado. Foi apresentado o orgamento da pesquisa. Foram descritos aspectos éticos
no projeto de pesquisa.

Recomendagoes:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Os pesquisadores atenderam todas as pendéncias e esclareceram todos os questionamentos feitos
previamente.

Considera-se aprovado, salvo melhor juizo deste Comité de Etica.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importdncia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ac CEP-
UFG o Relatdrio Final baseado na conclusao do estudo e na incidéncia de publicagoes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugao CNS n°. 466/12. O prazo para entrega do Relatorio € de até 30 dias
apoOs o encerramento da pesquisa, prevista para 30/03/2018.

Enderego: Predio da Reitoria Térreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep.prpi.ulg@gmail.com
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GOIANIA, 09 de Julho de 2015

Assinado por:
Jodo Batista de Souza

. (Coordenador)
tﬂde!u\;()/ Predio da Renona Téreo Cx. Postal 131
Uamfl Campus Samamibala ' CEP: 74.0
UfF: GO Municipio:  GOIANIA -
feletone:  (b2)2521-121% Fax: (62)3521-1163
g 3 E-mail: cep.pipulg@gmail com
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