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RESUMO

Os cromossomos marcadores s&o definidos como cromossomos estruturalmente
anormais, extranuméricos e formados por reordenamentos complexos. Os fenotipos
associados a um cromossomo marcador sdo muito variados, sendo 0s mais comuns
deficiéncia intelectual, malformacdes e infertilidade. A variabilidade fenotipica pode
ser explicada por diversos fatores, como diferentes graus de mosaicismo, contetdo
génico da regido adicional, cromossomo de origem e possibilidade de dissomia
uniparental. O surgimento de novas técnicas para a investigacdo dos pontos de
guebra tem permitido identificar os mecanismos envolvidos na formacdo dos
rearranjos e correlacionar 0s rearranjos cromossOmicos com as manifestacoes
clinicas, sendo Uteis para o diagnostico, provendo informagdes relevantes para o
progndstico e contribuindo para a identificacdo de regides candidatas. O objetivo
deste estudo foi caracterizar cromossomos marcadores quanto a sua origem e
conteudo génico por meio da analise cromossOmica por microarray. Foram
analisados nove pacientes que apresentaram cromossomos marcadores
identificados pelo cariétipo com bandamento G e depois analisados por microarray.
Em sete pacientes a analise por microarray permitiu a identificacdo do rearranjo: inv
dup 15 (2 casos), tetrassomia 18p (2 casos), trissomia 9p, trissomia 21q,
microduplicacdo 22q e perda de heterozigose na regido pericentromérica do
cromossomo 9. Dois pacientes ndo apresentaram alteracbes na analise
cromossOmica por microarray e, portanto o cromossomo marcador deve ser
constituido apenas de heterocromatina. A analise por microarray permitiu a
identificagcdo do marcador em 78% dos casos além de ter permitido visualizar o
rearranjo detalhadamente, revelando detalhes de sua complexidade que n&o seriam

identificados por outras metodologias.

Palavras-chaves: cromossomo marcador; microarray; rearranjos cromossomicos.



ABSTRACT

Marker chromosomes are defined as being structurally abnormal, extranumerical and
formed by complex rearrangements. There are several phenotypes associated with a
marker chromosome. The most common ones are: intellectual disability,
malformations, and human infertility. The phenotypic variability may be explained
through several factors such as different degrees of mosaicism, gene content of the
additional region, chromosomal origin and possibility of uniparental disomy. The
development of new techniques for the investigation of breakpoint regions has
enabled the identification of mechanisms involved in the formation of
rearrangements, and correlation of chromosomal rearrangements to clinical
manifestations, hence coming in handy for diagnosis, supplying relevant data for
prognosis, and contributing to identifying candidate regions. This study aimed at
characterizing the origin and gene content of marker chromosomes through
chromosomal analysis with the use of microarray. A total of nine patients were
analysed, all presenting marker chromosomes based on G-banding analysis, and
latter microarray analysis. To seven, the microarray analyses allowed determination
of the rearrangement: inv dup 15 (2 cases), tetrasomy 18p (2 cases), trisomy 9p,
trisomy 21q, microduplication 22p and loss of heterozygosity in the pericentromeric
region of chromosome 9. Two patients did not present alterations in chromosomal
analysis by microarray, which meant that the marker chromosome probably
originated from heterochromatin. Chromosome microarray analysis allowed the
identification of the rearrangement in 78% of the cases allowing a detailed
visualization of the rearrangement and revealing details of its complexity that would
not be identified by other methods.

Key-Words: marker chromosome; microarray; chromosome rearrangements.
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1. INTRODUCAO

As alteracdes cromossdmicas apresentam-se como uma das principais
causas de morbidade no homem. A frequéncia de anomalias cromossdémicas ao
nascimento € de aproximadamente seis para cada mil recém-nascidos. Estima-se
gue 60% dos abortos espontaneos no primeiro trimestre de gestacdo e 5% dos
natimortos apresentem alguma anomalia cromossémica. As mais comuns sao as
aneuploidias, porém as alteracdes cromossémicas estruturais representam cerca de
40% das altera¢gBes cromossOmicas em recém- nascidos (1).

As alteragbes cromossOmicas estruturais sdo em sua maioria equilibradas e
geralmente estao associadas a fen6tipos normais, porém os portadores tém um risco
aumentado de falha reprodutiva. A segregacdo meidtica dos cromossomos
envolvidos nos rearranjos pode levar a producdo de gametas com rearranjos
estruturais ndo equilibrados aumentando a chance de abortamentos e de filhos com
fenotipos alterados. Estudos de casais com historia de abortamentos de repeticao
mostraram que em aproximadamente 4% dos casais, um dos membros possuia
alteracdo cromossomica (2).

Os rearranjos  cromossOmicos  podem  ser  classificados em
intercromossomicos, quando envolvem mais de um cromossomo, ou em

intracromossdmicos quando ha apenas um cromossomo envolvido no rearranjo.

1.1 REARRANJOS INTERCROMOSSOMICOS

Os rearranjos intercromossémicos envolvem pelo menos dois cromossomos
diferentes e podem envolver cromossomos homoélogos. Estes incluem translocacfes
Robertsonianas e translocacdes reciprocas (3).

Translocacdes Robertsonianas ocorrem quando ha uma fusdo entre
Cromossomos acrocéntricos, sendo 0s rearranjos recorrentes mais comuns,

encontrados em um a cada 1000 individuos. Apesar de todas as combinacdes de
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Cromossomos acrocéntricos participarem das translocacbes Robertsonianas, a
ocorréncia destas translocacdes nao é aleatéria. Especificamente, rob (13ql14q) e
rob (14921g) sdo as mais comuns, constituindo cerca de 85% de todas as
transloca¢cdes Robertsonianas (3).

As translocacgdes reciprocas resultam de quebra de dois cromossomos, com
trocas reciprocas de segmentos. As translocagfes reciprocas ocorrem em cerca de
um em cada 625 individuos na populacdo. A maioria das translocac¢des reciprocas é
considerada “unica”, pois s&o encontradas apenas em membros de uma mesma
familia (3). Apesar dos portadores de translocacdes reciprocas balanceadas
geralmente apresentarem fenétipos normais, seus filhos podem exibir uma trissomia
parcial ou monossomia parcial e fenétipo alterado.

As translocacdes podem alterar a quantidade de material cromossémico,
podendo envolver perda ou ganho de material genético, normalmente estdo
associadas a um fendtipo anormal, entdo considera ser uma translocacdo nao

equilibrada.

1.2 REARRANJOS INTRACROMOSSOMICOS

Os rearranjos intracromossdmicos sao alteracdes citogenéticas que parecem
envolver um Unico cromossomo. Estes incluem delecdes intersticiais e terminais,
duplicacdes, cromossomos marcadores, inversdes e isocromossomos. Alguns
rearranjos podem envolver um anico cromossomo homologo (trocas de cromatides
irmas) enquanto outros podem envolver ambos 0s cromossomos homologos
(recombinacéo entre homologos) (3).

Nas duplicacbes, o0s segmentos duplicados podem estar localizados
adjacentes um ao outro ou uma das cOpias da regido duplicada pode estar em sua
posicao normal e a outra em alguma outra parte do cromossomo.

As delecdes sdo as anomalias estruturais mais comuns, sendo uma causa
importante de deficiéncia intelectual e malformacdes (4). Nas dele¢des terminais 0s
pontos de quebra que ocorrem nas bandas cromossOmicas distais levam a perda de

sequéncias terminais incluindo a regido do telémero, porém a necessidade do
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telomero para a estabilidade cromossdémica pode justificar a presenca de sequéncias
teloméricas nas extremidades dos cromossomos com delecao terminal (3).

As inversdes sao rearranjos considerados equilibrados, em que ocorrem duas
guebras em um cromossomo e essas quebras sofrem uma rotacdo de 180 graus
antes da religacao dos fragmentos. Normalmente ndo ha perda ou ganho de material
génico, nem alteragbes no fenotipo, porém, o ponto de quebra pode afetar algum

gene com funcéo essencial levando a uma mutacéo.

1.3 CROMOSSOMOS MARCADORES

Os cromossomos marcadores sdo um grupo heterogéneo no que diz respeito
aos seus efeitos clinicos, sua origem e sua estrutura cromossomica (5;6). Séo
definidos como cromossomos estruturalmente anormais, que ndo podem ser
definidos pela citogenética, sdo formados por reordenamentos complexos
normalmente constituidos por heterocromatina centromérica, mas que podem conter
genes. Os cromossomos marcadores mais comuns na populacdo humana séo
aqueles derivados a partir dos cromossomos X, 15 e 22 (3).

Os cromossomos marcadores sdo encontrados em ~0,043% dos nascidos
vivos, ~0,075% dos casos de pré-natal e sdo sete vezes mais prevalentes em
pacientes com deficiéncia intelectual (7). Cerca de 77% dos Cromossomos
marcadores sdo de novo e 23% séo herdados da mée (16%) ou do pai (7%) (7). A
maioria deles € proveniente dos bragos curtos e regides pericentroméricas dos
cromossomos acrocéntricos, os derivados de autosSsomos nao acrocéntricos sao
raros e correspondem a apenas ~15% de todos os marcadores (8). Cromossomos
marcadores podem estar presentes em um cariotipo de 46 cromossomos, em um
cariétipo numericamente anormal (como nas sindromes de Down ou Turner) ou em
um cariotipo anormal, mas estruturalmente equilibrado (9).

Os estudos de caracterizacdo dos cromossomos marcadores tém revelado
diferentes mecanismos de formacdo dos cromossomos marcadores, incluindo
resgate de trissomia funcional, erros poés-zigoticos e complementacdo gamética

(10). Os cromossomos com duplicacéo invertida (inv dup) sdo os mais comumente
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descritos na literatura e varios modelos de formacao tém sido propostos, sendo o
mais plausivel a troca do tipo U na meiose, resultante de erros durante o crossing-
over entre cromossomos homologos, seguidos de ndo-disjuncdo na meiose | (11). A
troca do tipo U também é proposta para a formacdo de marcadores do tipo
isocromossomo com quebra no DNA centromérico (12). Este € um mecanismo mais

geral de formacdo de isocromossomos presentes ndao s6 em células germinativas,

= =
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mas também em células tumorais (13).
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Figura 1. Esquema da troca tipo U na meiose, a nao disjuncao de cromossomos homologos durante a
meiose | da origem a gametas que contém um cromossomo normal e outro alterado. O zigoto
originado desses gametas possuira um par cromossOmico normal e um cromossomo marcador
(adaptado de Liehr et. al., 2004).

Os cromossomos marcadores também podem ser derivados de translocacdes
equilibradas de um dos pais, num processo de erro na segregacao meiética durante
a formacdo dos gametas. Nesse processo ocorre erro de segregacao 3:1 gerando

gametas com a presenca de cromossomo translocado extranumerario (14).



16

ng—allh— 7/ —

[I ] l | ]

| l I

AB B MAR

t(A;B) QUADRIVALENTE MONOSSOMIA TRISSOMIA ZIGOTO ALTERADO
NA MEIOSE | TERCIARIA TERCIARIA 47,X_,+mar

Figura 2. Segregagdo meidtica em um portador de translocagdo aparentemente balanceada;
ocorrendo um erro do tipo 3:1 ira gerar dois tipos de gametas, um com dois cromossomos hormais e
um translocado. Se ocorrer fecundacéo desse gameta, 0 zigoto tera um par cromossémico A normal,
um par cromossdmico B normal e um cromossomo translocado. Retirado de Laus (2008).

Os cromossomos marcadores em anel ocorrem com uma frequéncia de 10%
entre 0s cromossomos marcadores, sendo que em 60% dos casos foram
observadas alteracGes fenotipicas nos pacientes (15;16). Varios mecanismos para a
formacédo desse tipo de marcador foram postulados, podendo ser formados em
associagcdo com rearranjos cromossdmicos complexos, envolver a delecdo de uma
parte do cromossomo, deixando dois fragmentos de cromossomo um dos quais
forma um pequeno anel (17), no entanto os mecanismos de formacao de alguns
cromossomos marcadores em anel permanecem inexplicados.

Recentemente, numeros crescentes de cromossomos marcadores foram
relatados com centrémeros que nao continham DNA alfa-satélite detectavel (9).
Esses marcadores se originam de fragmentos acéntricos e contém Neo-
Centrémeros que se formam em regides contendo sequéncias que dividem alguma
similaridade estrutural com a sequéncia centromérica original, mas seus
mecanismos de formagdo ainda n&o sao totalmente compreendidos (18). O
desenvolvimento da maioria dos neo-centrdbmeros baseia-se na troca tipo U na
meiose, o fragmento acéntrico formado durante uma troca tipo U, € incluido em um
gameta, um neo-centromero € ativado e novo cromossomo € distribuido nas células
filhas. Esta teoria é apoiada pelo fato de que a frequéncia de cromossomos inv dup
15 é semelhante ao observado em cromossomos com neo-centrémero (8).

E dificil estabelecer uma relaco precisa entre a presenca do cromossomo

marcador e o fendtipo do paciente. Estima-se que entre 14,7 % a 28, 6% de
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portadores de cromossomo marcador apresentem fenotipo anormal (19;20). Mesmo
em portadores assintomaticos, os marcadores podem afetar a gametogénese,
interferindo na segregacdo normal dos cromossomos homélogos ou promovendo
trocas cromossdmicas, e assim comprometendo a viabilidade da progénie (21).

Os fendtipos associados a presenca de um cromossomo marcador variam
enormemente, desde o normal até gravemente afetado (22), os fenotipos mais
comuns sdo: deficiéncia intelectual, convulsdes, caracteristicas autistas e atraso de
crescimento. Essa variabilidade pode ser explicada por diversos fatores, como
diferentes graus de mosaicismo, conteudo génico da regido adicional, cromossomo
de origem e possibilidade de dissomia uniparental.

O mosaicismo somatico esta presente em ~50% dos casos de cromossomo
marcador. A maioria dos casos de mosaicismo parece nao ter qualquer efeito clinico
direto, mas ha também casos na literatura em que o grau de mosaicismo parece
alterar o fenadtipo (23). O mosaicismo € clinicamente importante pelo fato de que um
cromossomo marcador de novo, mesmo presente em mosaico pode ser indicio de
dissomia uniparental (UPD).

A dissomia uniparental caracteriza-se pela herangca de dois cromossomos
homologos a partir de apenas um dos genitores e pode ocorrer em casos de
cromossomos marcadores. Prever os efeitos fenotipicos da dissomia uniparental
muito complexo, mas para alguns cromossomos (6, 7, 11, 14, 15 e 20) foi
demonstrado que a dissomia uniparental pode resultar em anomalias no individuo
(9).

A correlagdo de cromossomos marcadores especificos com diferentes
qguadros clinicos foi possivel para algumas sindromes, por exemplo: sindrome de
Pallister-Killian, que resulta da tetrassomia do braco curto do cromossomo 12
marcador isocromossomo i(12p); sindrome do olho de gato que € caracterizada pela
presenca de cromossomo marcador derivado da duplicacdo invertida do braco curto
e regido proximal do braco longo do cromossomo 22 (invdup 22pter-22q11.2) e a
sindrome i(18p) que é caracterizada pela presenca de marcador iSOCromossomo
derivado do cromossomo 18 [i(18p)], que leva a tetrassomia do braco curto desse
Cromossomo.

Os cromossomos marcadores ndao podem ser identificados ou caracterizados

de forma inequivoca pela citogenética convencional, pois sdo em geral do tamanho
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ou menor do que um cromossomo 20 de uma metafase (9). A descricdo e a
caracterizacdo dos cromossomos marcadores podem fornecer informacdes valiosas
para o aconselhamento genético, mas sua extrema heterogeneidade em tamanho,
estrutura e origem cromossdmica resultou na caracterizacdo limitada de muitos
marcadores em laboratério clinicos (6). Normalmente os cromossomos marcadores
sdo detectados pela citogenética por bandamento G em pacientes com deficiéncia
intelectual e/ou malformacgdes congénitas, em pessoas sub-férteis ou no diagnéstico
pré-natal. No entanto, outras metodologias como o FISH (Hibridacdo in situ
fluorescente) e a analise cromossémica por microarray Sdo necessarias para a
caracterizacdo do rearranjo em termos de origem cromossémica, conteudo génico,
dissomia uniparental e outros desequilibrios concomitantes em outras partes do
genoma (8).

Por serem frequentemente complexos 0s marcadores exigem uma
investigacao rigorosa; os métodos de citogenética classica como bandas G, C e
AgNOR fornecem informacdes sobre caracteristicas morfolégicas e estruturais,
presenca de mosaicismo, presenca de centrdbmero, se a origem é de cromossomo
acrocéntrico, se é um cromossomo em anel ou um marcador, porem as técnicas de
bandamento aplicadas a cromossomos metafasicos/prometafasicos permitem a
deteccao de altera¢cdes cromossdmicas que afetam no minimo 5 a 10 Mb.

A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) aumentou as possibilidades de
andlise de aberracdes cromossdmicas ndo identificaveis pelas técnicas de
bandamento. O método consiste no anelamento especifico entre uma sonda de
oligonucleotideos com a marcacao fluorescente e sequéncias de acido nucleicos
pertencentes a amostra analisada. Possibilita a detec¢do de sequéncias especificas
de DNA e RNA em cromossomos metafasicos e nucleos interfasicos (24). A
deteccdo de sequéncias de copia Unica pode ser feita com sondas de DNA clonadas
em plasmideos, cosmideos, fagos, BACs ou YACs. E aplicada no mapeamento
fisico de sequéncias de DNA, deteccado de rearranjos diminutos, caracterizacdo mais
precisa de rearranjos cromossomicos de uma forma geral bem como para a
validacdo dos dados obtidos pela andlise cromossémica por microarray.

A técnica de FISH pode ser utilizada para determinar a composicdo dos
cromossomos marcadores e para a identificacdo do centrdmero. (8). Porém a

técnica de FISH é demorada e pode resultar em uma classificacdo ambigua ou ma
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classificacdo para o0 marcador; se foi realmente constituido apenas por
heterocromatina ou contem material eucromatico com genes sensiveis a dosagem
(25).

Recentemente, a analise cromossémica por microarray (CMA) tem permitido
detectar perdas e ganhos de segmentos cromossdmicos submicroscoépios utilizando
sondas de BACs ou oligonucleotideos. A resolugdo do microarray € determinada
pelo tamanho e pela distédncia entre as sondas. Os primeiros arrays utilizavam
sondas clonadas em BACs, mas as plataformas recentes utilizam como alvo de
hibridizacdo sondas de oligonucleotideos que permitem maior cobertura genémica e
uma resolucao superior do que os arrays de BACs.

Ela tem o poder de detectar simultaneamente, num Unico ensaio,
aneuploidias, dele¢bes, duplicacdes e amplificacbes e é especialmente util na
identificacdo de novas doencas gendmicas. Novas plataformas tém surgido mais
recentemente que tém além de sondas para deteccédo de alteracdes do numero de
copias, sondas de SNP permitindo detectar perda de heterozigose e determinacéo
da origem parental dos rearranjos. Com o aumento do poder de detecgcao conferido
pela CMA (elevou a resolucdo de megabase para kilobase), desequilibrios
cromossémicos nao detectaveis pelas técnicas de bandamento passaram a ser
descritos. Apesar de ser uma técnica relativamente cara seu custo € compensado
pela elevada taxa de deteccao de desequilibrios submicroscopicos.

A andlise cromossémica por microarray € uma técnica eficiente e sensivel
para a deteccdo de alteracdo no numero de cépias do genoma em alta resolucéo
(26), pode determinar se o cromossomo marcador é constituido de eucromatina ou
apenas de heterocromatina constitutiva e de qual cromossomo se originou, permite a
caracterizagao e identificacdo dos pontos de quebra e determinacdo dos genes
presentes no marcador o que pode permitir estabelecer correlagcdo com o fenétipo do
paciente (27). Além disso também identifica alteracbes em outras partes do genoma
gue ndo participam diretamente do rearranjo, uma vantagem em relacdo a técnica de
FISH.

Além de perdas e ganhos de segmentos os arrays que possuem sondas de
SNPs permitem detectar perdas de heterozigose; a determinacdo da heterozigose

do par cromossémico que originou 0 marcador também € importante ja que 5% dos
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casos de marcadores cromossOmicos estao relacionados com dissomia uniparental
(28).

O surgimento de novas técnicas para a caracterizacdo dos Cromossomos
marcadores tem permitido identificar os mecanismos envolvidos na formacao dos
rearranjos e correlacionar os rearranjos cromossdmicos com as manifestacdes
clinicas, sendo Uteis para o diagnostico, provendo informacdes relevantes para o
prognadstico e contribuindo para a identificacdo de regides candidatas.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente estudo teve como objetivo caracterizar cromossomos marcadores
guanto a sua origem e conteddo génico por meio da analise cromossdmica por

microarray.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

a. Identificar e caracterizar cromossomos marcadores pela analise

cromossOmica por microarray.

b. Relacionar os segmentos cromossémicos envolvidos com o quadro clinico

dos pacientes.

c. Avaliar a contribuicdo da analise cromossdémica por microarray como

método de estudo de cromossomos marcadores.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1 POPULACAO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo retrospectivo com nove pacientes atendidos ou
encaminhados para o Hospital Universitario de Brasilia e Hospital de Apoio de
Brasilia ou para a UNIRIO cujo resultado de caridtipo por banda G revelou a
presenca de cromossomo marcador. Os pacientes concordaram em participar do
estudo e assinaram Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Fizeram parte
deste estudo nove pacientes portadores de cromossomos marcadores com ou sem

alterac@es fenotipicas

3.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os pacientes, 0s pais ou responsaveis, antes de assinarem o termo, foram
esclarecidos sobre o procedimento de retirada e o destino da amostra de sangue,
sendo exposta de forma acessivel a questdo do sigilo sobre a identificacdo do
paciente, e ainda a autorizacdo para uso de fotos. Este estudo faz parte de um
projeto aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina sob o nimero
(CEP-FM: 079/2009; 25/11/2009). O projeto contou com financiamento da FAPDF a
orientadora no Edital PPSUS/2010.
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3.3 METODOS LABORATORIAIS

3.3.1 Avaliagao Clinica e Coleta de Material

A anamnese e 0 exame clinico dos pacientes foram realizados por médicas
geneticistas do ambulatério de genética do Hospital Universitario de Brasilia (HUB)
ou pelos médicos que os encaminharam. Amostras de sangue periférico foram
obtidas dos pacientes, em dois tubos, um com EDTA e outro com heparina. Essas
amostras foram utilizadas para extracdo de DNA e obtencdo de cultura temporaria
de células, respectivamente. Foram colhidas amostras de sangue periférico dos pais

dos pacientes para a realizacdo do exame de cariotipo por banda G.

3.3.2 Culturade Linfécitos e Exame de Cari6tipo

Com o sangue heparinizado foi realizada cultura de sangue total para
realizacdo do exame de cariétipo. O protocolo utilizado desenvolvido por Moorhead
et al. em 1960 (com modificacdes) dura cerca 72h apds incubacdo das amostras.
Para o crescimento dos linfocitos foi misturado 1 mL de sangue total fresco a 8mL de
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI), 1,5 mL de soro fetal bovino,
300uL de Fitohemaglutinina, 100uL de antibiético penicilina/ estreptomicina e 100 uL
de L-Glutamina. Apés mais ou menos 70h na estufa a 37°C adicionou-se 100 pL de
Colchicina e retornou para a estufa por mais 45 min. a 37°C. Terminado o periodo de
crescimento e feita a parada das células na metafase foi realizada a fase de
hipotonizacéo. Foi transferido o material da estufa para dois tubos falcons deixando
cada um com 5,5 mL que foram centrifugados por 6 min. a 2000 rotac6es por minuto
(rpm). Apés, foi retirado o sobrenadante e acrescentou-se aos poucos a solucao de
KCL a 37°C até completar 12 mL. Depois de bem homogeneizado foi colocado por
15 min. na estufa a 37°C. Da estufa seguiu para a centrifuga por 6 min a 2000 rpm.
Depois foi retirado o sobrenadante deixando mais ou menos 2 mL. Para a Fixacao

foi utilizado a solugéo 1:3 de acido acético e metanol, nessa fase foi colocado com
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auxilio de vortex o fixador aos poucos até completar 10 mL. Foi homogeneizado e
levado a centrifuga por 6 min a 2000 rpm. Retirado o sobrenadante foi repetido o
processo de fixacdo por mais 4 vezes. O material pingado nas laminas foi tratado por
bandeamento G utilizando tripsina em solucdo salina e corado com Giemsa. O
caridtipo foi analisado pela Professora Doutora lIris Ferrari do Laboratério de
Genética Clinica da UnB e feito com auxilio de microscépio, sendo entregue
resultado posteriormente a cada paciente.

Nos casos atendidos na UNIRIO, a cultura de células e andlise foi realizada

pela Dra. Suely Rodrigues dos Santos.

3.3.3 Extracao de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método
Puregene — “Salting out”. Este método é dividido em etapas, sendo a primeira de lise
celular, onde foi utilizado 5mM MgCI2, 1mM EDTA pH 8,0 em uma reacdo e, 10mM
Tris pH 7,5, 1ImM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra; para cada reacdo a solugéo foi
centrifugada a 3400 rpm por 10 minutos. Para a segunda etapa utilizou-se 1 ml da
solucéo de precipitacdo de proteina ao lisado celular. Esta solu¢cdo contém 7,5M de
NH4 Ac. Centrifugou-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas
formam um pellet marrom escuro e compacto.

Na etapa de precipitacdo de DNA, o sobrenadante foi transferido para um
tubo falcon contendo 3ml de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente até que se
formasse um novelo de DNA. A reacédo foi centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos.
Retirou-se o sobrenadante, e adicionou-se 3ml de etanol absoluto. A reacéo foi
novamente centrifugada. Depois disso, drenou-se o tubo e deixou-se o DNA secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Na Ultima etapa, acrescentou-se ao tubo com
o0 DNA, 200-250 pl de TE 1x ou agua milliQ, que resultou em uma concentracéo
aproximada de 400 ng/ul. O DNA foi armazenado a 2-8°C.

As quantificagcbes foram feitas no espectrofotometro Nanodrop®
(ThermoScientific).
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3.3.4. Anélise Cromossémica Por Microarray

A Andlise Cromossémica por Microarray (CMA) permite identificar
microdele¢cdes ou microduplicacdes, simultaneamente, em milhares de seqiéncias
alvo do genoma. Esta técnica utiliza como alvo de hibridagdo um conjunto de sondas
(oligonucleotideos), com localizacdo previamente conhecida nos cromossomos,
organizados em um chip (GeneChip®) de DNA (29; 30). A investigacdo da presenca
de alteragcbes cromossémicas submicroscopicas por CMA em sete pacientes com
cromossomos marcadores identificados pela técnica de banda G foi feita utilizando a
plataforma CytoScan® 750K Array (Affymetrix, EUA) e as configuracdes disponiveis
no GeneChip® Scanner 3000 7G System (Affymetrix, EUA). Essa plataforma utiliza
microarranjos de DNA contendo 550.000 sondas ndo polimérficas para CNVs de
regides codificantes e ndo codificantes do genoma humano, cobrindo uma distancia
média de 1 Kb, e cerca de 200.000 SNPs. O sistema todo inclui os oligonucleotideos
pré-arranjados em GeneChip®, conjunto de 38 reagentes diferentes, equipamentos
para hibridizacédo, lavagem, coloracéo, leitura e visualizacdo dos microarranjos, e
programa computacional necessario para a identificacdo dos SNPs e das CNVs e
deteccdo de mosaicismo.

Em dois casos foram utilizadas uma plataforma de alta resolugao,
CytoScanTM HD (Affymetrix). Essa plataforma possui cerca de 2,7 milhGes de
sondas sendo 750.00 SNPs que permitem uma alta resolucao tanto de variacdes no
namero de coépias quanto de perda de heterozigose e também deteccdo de

mosaicismo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fizeram parte do estudo nove casos de cromossomos marcadores
identificados por bandamento G e caracterizados por CMA. Todos 0s pacientes
apresentaram cromossomo marcador em seus cariétipos, sendo que um dos
pacientes (paciente 8) apresentou mosaicismo. Os pais dos pacientes realizaram
exame de citogenética por bandamento G e ndo foram identificados cromossomos
marcadores em seus cariotipos.

A CMA permitiu a deteccdo da origem do cromossomo marcador em sete
(78%) dos nove casos pesquisados. Desses, dois casos nao apresentaram
alteragbes no exame de microarray. Dois casos se originaram do cromossomo 15 e
dois casos se originaram do cromossomo 18. Os outros casos derivaram dos
cromossomos 9 (paciente 5), 9 ou 22 (paciente 6) e 21(paciente 7). Os resultados
encontram-se resumidos na Tabela I.

A taxa de ocorréncia entre os sexos foi 1:1. Trés pacientes (33,3%)
apresentaram deficiéncia intelectual, trés pacientes (33,3%) apresentaram atraso na
fala e destes dois também apresentaram atraso de desenvolvimento e dois (22,2%)
foram diagnosticados com TDAH. O paciente 2 tem pais consanguineos e o
paciente 6 apresentou perda de heterozigose na regido pericentromérica do
cromossomo 9. Nao foi identificado mosaicismo pela CMA em nenhum dos casos

estudado.
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Tabelal. Pacientes que realizaram analise cromossGmica por microarray e seus respectivos resultados, incluindo a posicao e

regido gendmica, tamanho do rearranjo e a plataforma utilizada para o experimento.

Amostra Tipo de Resultado/Posicdo genbmica Localizacao Tamanho Plataforma
alteracao/Interpretacao cromossomica

1 Tetrassomia e trissomia chrl5:22,770,421-32,439,281 15911.2913.3  9.669 kbp CytoScanTM HD
inv dup 15 (Affymetrix)

2 Tetrassomia chrl5: 22,770,421- 30,370,018, 15911.2913.2  7.600 kbp Affymetrix 750k
inv dup 15 (hg19)

3 Tetrassomia chrl8:136,22715,079,294 18pll. p11.21, 14.905 Kbp Affymetrix 750k
Isocromossomo 18p (hg19)
LOH18p

4 Tetrassomia chrl18:136,227-18,529,578 18p11.32g11.1 18.393 kbp Affymetrix 750k
Isocromossomo 18p (hgl19)

5 Trissomia chr9: 1,937,872-3,931,626 9p24.3p24.2 1.983 kbp e Affymetrix 750k
Trissomia 9p24.3p24.2 e chr9: 35,299,346 - 68,188,391 9p13.3p13.1  3.480 kbp (hg19)

e 9p13.3p13.1
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Tabelal. Pacientes que realizaram andlise cromossOmica por microarray e seus respectivos resultados, incluindo a posicéo e

regido gendmica, tamanho do rearranjo e a plataforma utilizada para o experimento.

Amostra Tipo de

alteracao/Interpretacao

Resultado/Posicdo genbémica

Localizacao

cromossdmica

Tamanho Plataforma

6 Trissomia parcial 22q e
LOH 9p

7 Trissomia

8 -

9 -

chr22: 20,728,956-21,465,659

chr21:33,738,605-34,920,973.

Sem CNVs patogénicas

Sem CNVs patogénicas

22q11.21

21922.11

737 kbp

1.182
kbp

CytoScanTM HD
(Affymetrix)
Affymetrix 750k (hg19)

Affymetrix 750k (hg19)

Affymetrix 750k (hgl19)
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Paciente 1

O paciente (Figura 3) foi avaliado aos sete anos de idade e apresentava
atraso de desenvolvimento neuropsicomotor, especialmente na fala, aparente
hipertelorismo ocular, fendas palpebrais discretamente obliquas descendentes,

orelhas proeminentes e macrostomia.

Figura 3. Paciente 1 aos sete anos apresentando dismorfias faciais: hipertelorismo ocular,
fendas palpebrais discretamente obliquas descendentes, orelhas proeminentes e macrostomia.

A CMA revelou que o paciente era portador de um rearranjo Nno CromosSsomo
15 constituido de um segmento de tetrassomia e um segmento de trissomia da
regido proximal do brago longo do cromossomo 15 na posicdo gendmica
chrl5:22,770,421-32,439,281(hg19) envolvendo as bandas 15011.2q13.3. Esse
rearranjo possivelmente corresponde a um cromossomo marcador do tipo inv dupl5.
O tamanho total do segmento alterado foi de 9,669 Mb. N&o foi detectada alteracao
patogénica de numero de cépias em nenhum outro cromossomo, evidéncia de

mosaicismo ou perda de heterozigose que sugerisse dissomia uniparental.
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Figura 4. Resultado da analise cromossOGmica por microarray na plataforma Cytoscan HD (Affymetrlx)
do paciente 1. O retangulo em azul representa o segmento alterado e a linha vermelha vertical indica
o final da regido de tetrassomia e inicio da trissomia em 15911.2g13.3.

Paciente 2

A paciente do sexo feminino (Figura 5), foi atendida aos nove anos de idade,
€ a terceira filha de um casal consanguineo (primos em segundo grau), apresenta
comportamento agitado, fala sozinha e tem risos imotivados, ndo tem nocao do
perigo, apresenta dificuldades de interacdo com as pessoas, tem alteracdo na
coordenacao motora, dificuldades de aprendizado, atraso na fala e foi diagnosticada
com déficit intelectual moderado. Ndo € sindrémica, tem mordida aberta e a boca

fica entreaberta, apresenta microretrognatia discreta e frouxiddo tegumentar.

- (
DAY \

Figura 5. Paciente 2 aos nove anos; apresenta microretrognatia e boca entreaberta.
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A CMA revelou uma tetrassomia parcial do cromossomo 15 de 7,600 kbp, na
posicdo gendmica chrl5: 22,770,421- 30,370,018 (hg19), na regido 15011.2913.2
que deu origem a um cromossomo marcador do tipo inv dupl5. Nao apresentou
perda de heterozigose que sugerisse dissomia uniparental, mosaicismo e nem

alteracdo patogénica em outros cromossomos.
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Figura 6. Resultado da andlise cromossbmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix) da paciente 2. O retdngulo em azul representa o segmento de tetrassomia
correspondendo as bandas 15911.2913.2.

A regido 15911913 € um segmento de susceptibilidade a rearranjos
gendmicos, incluindo dele¢cbes, duplicacbes, triplicacdes intersticiais e inversdes
(31). Ha& trés sindromes conhecidas associadas a esta regido: Sindrome de Prader
Willi (PWS), sindrome de Angelman (AS) e sindrome da duplicagdo 15913.3.

Individuos com sindrome de duplicagdo 15q geralmente tém hipotonia, atraso
no desenvolvimento, dificuldades de aprendizagem, fala ausente ou muito pobre,
transtornos do espectro do autismo (ASD), epilepsia, e caracteristicas faciais (32;
33). Os pacientes 1 e 2 apresentaram a maioria destas caracteristicas, estando
ausente o autismo e a epilepsia. O fendtipo varia significativamente uma vez que ele
parece ser influenciado pela natureza da alteracdo, a origem parental da alteracdo e
o nivel de mosaicismo (34).

Pelo menos 26 genes (OMIM) foram detectados na regido de tetrassomia:
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPAl, MKRN3, MAGEL2, NDN, PWRN2, PWRN1,
Cl50rf2, SNRPN, PAR5, IPW, PAR1l, UBE3A, ATP10A, GABRB3, GABRAS5,
GABRG3, OCA2, HERC2, APBA2, NDNL2, TJP1, CHRFAM7A e TRPM1. Dentro
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desta regido, pelo menos trés genes (NIPAL, NIPA2, CYFIP1) estdo envolvidos no
desenvolvimento do sistema nervoso central, 0 gene SNRPN tem sido associado
com o autismo quando ha ganho de nimeros de copias de origem materna (35). No
entanto, os pacientes 1 e 2 ndo tinham diagndstico de autismo.

Os genes importantes que estdo envolvidos em distarbios do
desenvolvimento e neurolégicos sdo GABRAS5, GABRA3, GABRG3, MAGELZ2,
MKRN3, NDN, SNRPN e UBE3A . Trés dos genes codificam subunidades dos
receptores de GABA, uma familia de canais de cloreto dependentes de ligantes que
medeiam o principal neurotransmissor inibitério GABA no cérebro (36). Eles foram
encontrados por serem altamente expressos no cortex cerebral em amostras de
cérebro post mortem (37).

Esta regido contém breakpoints (BPS) recorrentes que consistem em
segmentos de repeticbes de baixo nUmero de cépias: BPS1, BPS2, BPS3, BPS4 e
BPS5 localizados em 15g11-q13. Esta regido também é sujeita a efeitos de
imprinting regulados por metilacéo, e o alelo que é expresso para genes especificos
baseia-se na origem parental do cromossomo (36). Nesse segmento estao
mapeados pelo menos cinco genes paternalmente expressos
(MKRN3, MAGEL2, NDN, C150rf2, snoRNAs e SNRPN-SNURF) e dois genes
maternalmente expressos (UBE3A e ATP10A). A regido critica para a sindrome de
Prader-Willi (PWS) / Sindrome Angelman (AS) esta localizada entre BP2 e BP3 (38).

As caracteristicas clinicas dos pacientes estdo em concordancia com relatos
anteriores, como o atraso de desenvolvimento, atraso na fala, dificuldades de
aprendizagem, distarbios comportamentais incluindo agressividade; todas resultam
de um desenvolvimento anormal do cérebro, fungdo provavelmente explicada por
um efeito de dosagem de varios genes localizados na regido 15q11.2q13 (39).

A paciente 2 é filha de pais consanguineos, no entanto seus sinais clinicos

nao diferem daqueles esperados para portadores de marcadores do tipo invdup15.
Paciente 3
Paciente do sexo masculino portador de deficiéncia intelectual associada a

malformagdes e dismorfias faciais. A CMA revelou uma tetrassomia do brago curto

do cromossomo 18 na posi¢cdo gendmica chrl8:136,227-15,079,294 (hgl19), Além
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dessa alteracdo que resultou em um cromossomo marcador, ndo foi detectada
alteracdo patogénica em nenhum outro cromossomo ou evidencia de mosaicismo.
No entanto, a auséncia de SNPs em heterozigose € indicativa de dissomia
uniparental desse braco cromossdmico. Esses dados permitem caracterizar o

marcador como um isocromossomo de braco curto de 18 (i(18p)).
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Figura 7. Resultado da andlise cromossbmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix) do paciente 3. O retdngulo em azul representa o segmento de tetrassomia das regides.
O retangulo vermelho ressalta o resultado dos SNPs mostrando a auséncia de heterozigose para
marcadores do braco curto do cromossomo 18.

Paciente 4

Paciente do sexo feminino, filha de casal jovem e ndo consanguineo com
deficiéncia intelectual e atraso psicomotor, principalmente na fala. Apresenta
dismorfias faciais, microcefalia, hipoplasia de face média, hipotelorismo ocular,
fendas palpebrais estreitas, estrabismo convergente, nariz pequeno, microstomia,
palato alto, dentes pequenos hipoplasticos, camptodactilia do 5° quirodactilo direito e
esquerdo, posicao viciosa do polegar esquerdo e implantacdo anémala do halux
esquerdo. Tem hipoplasia renal a direita, convulsées, anemia crbénica e disturbios de

refracao.
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Figura 8. Paciente 4 aos doze anos de idade, apresentando microcefalia, hipoplasia de face média,
hipotelorismo ocular, estrabismo e nariz pequeno.

A paciente apresentou uma tetrassomia de 18,393 kbp no bragco curto do
cromossomo 18, na regido 18p11.32g11.1, na posicdo gendmica chrl8:136,227-
18,529,578, envolvendo todo o braco curto e a regido do centrdbmero do
cromossomo 18 que deu origem a um cromossomo marcador. Esses dados
permitem caracterizar o marcador como um isocromossomo de braco curto de 18
(i(18p)).

N&o foi detectada alteracdo patogénica em nenhum outro cromossomo,

evidéncia de mosaicismo ou perda de heterozigose que sugerisse dissomia

uniparental.
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Figura 9. Resultado da andlise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix) do paciente 4. O retangulo em azul representa 0 segmento de tetrassomia da regido

18p11.32q11.1
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Isocromossomos  sd0  cromossomos  marcadores  supranumerarios
constituidos de duas copias do mesmo bragco de um cromossomo; a presenca de um
isocromossomo além do par de cromossomos hormais leva a uma tetrassomia do
braco envolvido (40). Os pacientes 3 e 4 apresentaram tetrassomia do brago curto
do cromossomo 18 sugestiva de um isocromossomo do braco curto do cromossomo
18 (i(18p)). A tetrassomia 18p esté associada com deficiéncia intelectual moderada a
grave, microcefalia, hipertonia, atraso de crescimento, estrabismo, escoliose, cifose
e outras anomalias. Estudos mais recentes ampliaram o fendtipo acrescentando
ictericia neonatal, dificuldades respiratérias, otite média recorrente, perda de
audicdo, convulsbes, defeitos de refracdo, refluxo gastroesoféagico, defeitos
cardiacos e anomalias nos pés (41). As caracteristicas da paciente 4 correspondem
aos relatos na literatura, apresentando algumas das caracteristicas para este
disturbio como microcefalia, atraso psicomotor, defeitos de refracdo e convulsdes.

Este tipo de isocromossomo parece ser um dos iSOCromossSOmos mais
comuns observados em seres humanos (42) com uma frequéncia de 1:180.000
nascidos vivos (40). A tetrassomia parece ocorrer de novo na maioria dos casos,
mas alguns casos herdados foram relatados na literatura, para a maioria dos casos
herdados verificou-se ser de origem materna (40;43), sendo a idade materna
considerada um fator de risco (40).

No paciente 3, na regiao de tetrassomia também foi identificada auséncia de
SNPs em heterozigose que € indicativa de dissomia uniparental desse braco
cromossOmico. Estudos ja relacionaram a presenca de cromossomo marcador com
dissomia uniparental, mas sao extremamente raros, segundo Liehr (44) apenas 46
casos foram reportados e ndo ha registro na literatura de dissomia uniparental
associado a um cromossomo marcador originario do cromossomo 18. Os efeitos
patogénicos ainda ndo sao claros, mas parece estar associado a homozigose de
doencas recessivas e imprinting gendémico, porém nao foi possivel associar a clinica
do paciente com a dissomia uniparental uma vez que os dados clinicos nao estavam

disponiveis.
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Paciente 5

A paciente (Figura 9) do sexo feminino foi examinada aos 11 anos de idade,
sendo diagnosticada com transtorno de déficit de atencao e hiperatividade (TDAH),
tem sono agitado, dificuldade na escrita e na leitura e € agressiva. Apresenta nariz

pequeno, leve angulacdo nos cotovelos, pés planos e hipertelorismo ocular.

Figura 10. Paciente 5 aos 11 anos de idade com hipertelorismo ocular e nariz pequeno.

A paciente apresentou uma triplicacdo em duas regifes ndo contiguas no
cromossomo nove nas posicbes gendmicas chr9: 1,937,872-3,931,626 e chr9:
35,299,346-68,188,391(hg19), originando uma trissomia das regides 9p24.3p24.2 e
9p13.3p13.1 na forma de um cromossomo marcador.

N&o foi detectada alteracdo patogénica em nenhum outro cromossomo,
evidéncia de mosaicismo ou perda de heterozigose que sugerisse dissomia

uniparental.
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Figura 11. Resultado da andlise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix) da paciente 5. Os dois retdngulos em azul (linha 1) representam os segmentos triplicados
em 9p24.3p24.2 e 9p13.3p13.1.

O braco curto do cromossomo 9 é uma regido pobre em genes e a trissomia
9p é uma das anomalias mais frequentes em recém-nascidos vivos, sendo a
correlacao fenotipo-genotipo bem estabelecida. As principais caracteristicas incluem
deficiéncia intelectual, microcefalia, braquicefalia, olhos profundos, fendas palpebrais
obliquas para baixo, raiz nasal proeminente com a ponta nasal bulbosa, orelhas de
implantagdo baixa, dedos curtos e idade Ossea atrasada. A paciente 5 apresenta
poucas alteracdes fenotipicas e exibe um rearranjo diferente dos descritos na
literatura; com trés copias da regiao 9p24.3p24.2, préximo a regiao terminal do braco
curto e trés copias da regido 9pl3.3pl13.1, proOximo a regido centromeérica do
cromossomo, que deram origem a um cromossomo marcador. Muitos dos pacientes
descritos tiveram o marcador identificado apenas por FISH portanto ndo se sabe o
segmento exato envolvido no rearranjo.

O segmento 9p24.3 é uma regido com muitos genes conhecidos para
algumas das caracteristicas da trissomia 9p, muitos destes genes ndo estdo
presentes na regido duplicada na paciente. Um gene importante nesta regido € o
gene VLDLR1 (receptor de proteina de baixa densidade), pertence a uma familia de
genes bem conhecidos que tém a capacidade transmitir uma variedade de sinais
extracelulares através das membranas neuronais do sistema nervoso central (45).
MutacBes neste gene tém sido associadas a disfuncdo cognitiva (46; 47; 48),
VLDLR1 estava duplicado na paciente, apoiando a associacdo entre a disfuncéo

cognitiva e este gene.
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Paciente 6

A paciente (Figura 11) do sexo feminino é filha de pais ndo consanguineos,
foi diagnosticada com deficiéncia intelectual leve e transtorno de déficit de atencéo e
hiperatividade (TDAH), e ao exame fisico apresentou epicanto bilateral, fendas
palpebrais pequenas, sulco nasolabial em arco de cupido. Apresentava alteragéo no

processamento auditivo.

Figura 12. Paciente 6 aos cinco anos e apresentou epicanto bilateral, fendas palpebrais pequenas,
sulco nasolabial em arco de cupido.

A paciente apresentou uma duplicacdo no cromossomo 22 com tamanho de
737kbp, na posicdo gendmica chr22:20,728,956-21,465,659, na regido 22q11.21,
além de perda de heterozigose na regido pericentromérica do cromossomo 9 que
sugere dissomia uniparental nessa regido. Nao foi detectada alteracdo patogénica

em nenhum outro cromossomo nem evidéncia de mosaicismo.
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Figura 13. Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan HD
(Affymetrix) da paciente 6. Os dois retdngulos em azul (linha 1) representam o segmento duplicado
em 22q11.21.

10010_(CytoScanHD_Array).cyhd cychp: Copy Number State (segments)

lgﬂg 0_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp: Weighted Log2 Ratio

r an
—-15 5 5
10010_(CytoScanHD_Array).cyhd cychp: LOH (segments)

10010_(CytoScanHD_Array).cynd.cyehp: Copy Number State
T o RO S e, e < oo | G ol oo W - ot O K . e SN Wi 9 o i .

i, e
10010_(CytoScanHD_Array).cyhd.cychp: Allele Peaks

LHIH QULCTT LRy T TR O R

20000kb. 40000kb 60000kb 80000kb 100000kb 120000kb

Figura 14. Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan HD
(Affymetrix) da paciente 6, mostrando a perda de heterozigose da regido pericentromérica do
cromossomo 9.

A regido cromossdmica 22g11é muito suscetivel a rearranjos cromossémicos,
levando a trés diferentes sindromes com malformagBes congénitas: sindrome di
Georgel/velocardiofacial (OMIM 192430, 188400), sindrome der(22) e sindrome olho
do gato (OMIM 115470). A sindrome do olho de gato é uma sindrome rara e tem um
guadro variavel de anomalias congénitas. As caracteristicas incluem coloboma
ocular, apéndices pré-auriculares, anomalias anais, anomalias craniofaciais,
anomalias no esqueleto e atraso mental (49; 50). Geralmente esta sindrome esta

associada a um cromossomo marcador extranumérico, consistindo de material


http://omim.org/entry/192430
http://omim.org/entry/188400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/115470
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duplicado do cromossomo 22. O marcador é geralmente bissatelitado e dicéntrico,
resultando em trissomia do brago curto e uma parte do 22q11.2 (51).

A parte proximal do braco longo do cromossomo 22 (22ql1l1.2) tem sido
reconhecida como um hot spot para rearranjos cromossdmicos, pois contém
sequéncias com muitas LCRs e contém a regido critica para a sindrome do olho de
gato e a sindrome DiGeorge. A paciente apresentou uma duplicacdo desta regiao
(22911.21), porém néo apresentou as principais caracteristicas da sindrome como o
coloboma no olho, anomalias anais e apéndice pré-auricular, provavelmente por ser
uma pequena duplicacéo no final desta regido e ndo envolver a regido critica para as
sindromes, também parece que esta regido esta sujeita a penetrancia incompleta e
os efeitos genéticos podem ser susceptiveis a dose-dependéncia.

Além dessa pequena duplicacdo no cromossomo 22, a paciente apresentou
uma perda de heterozigose na regido pericentromérica do cromossomo 9. A maioria
dos cromossomos marcadores € proveniente das regides pericentromeéricas dos
cromossomos e especula-se que portadores de cromossomos marcadores podem
ter um risco aumentado para a dissomia uniparental estruturalmente dos homélogos
normais a partir da qual foi derivado o cromossomo marcador (52). Portanto a perda
de heterozigose no cromossomo 9 pode ser indicativa da origem do cromossomo

marcador.

Paciente 7

Paciente do sexo feminino, filha de casal jovem ndo consanguineo, com
atraso psicomotor moderado e deficiéncia intelectual, microcefalia, baixa estatura e
sobrepeso. Apresentou as seguintes dismorfias faciais: microbraquicefalia, alopecia
areata, face arredondada e plana, olhos com fendas estreitas, palato alto e estreito,
dentes pequenos e muito juntos, orelhas pequenas ligeiramente baixo implantadas.
Tem distarbio de comportamento com agressividade e hiperatividade. Apresenta
insuficiéncia tricispide leve e esteatose hepatica.

A paciente apresentou uma trissomia de 1,182 kbp no braco longo do
cromossomo 21, na regido 21g22.11 e na posicdo gendmica chr21:33,738,605-

34,920,973 (hgl9) dando origem a um cromossomo marcador. Nao foi detectada
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alteracdo patogénica em nenhum outro cromossomo, evidéncia de mosaicismo ou

perda de heterozigose que sugerisse dissomia uniparental.
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Figura 15 Resultado da andalise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix) do paciente 7. O retdngulo em azul representa o segmento de trissomia da regido
21g22.11.

A trissomia do cromossomo 21 causa a sindrome de Down, resultando em
déficit cognitivo, hipotonia, caracteristicas fenotipicas como perfil achatado, fendas
palpebrais obliquas, encurvamento dos quintos digitos e prega Unica nas palmas. A
trissomia do 21 também € um fator de risco para doencga congénita cardiaca, doenca
de Hischsprung e outras anomalias (53). O fenétipo da sindrome de Down tem sido
atribuido a um desequilibrio da regido 21g22.1-g22.3 (53), outras regiées também
podem contribuir para o fenétipo. A regido de trissomia da paciente (219g22.11) néao
engloba a regido critica da sindrome mas a trissomia produziu algumas
caracteristicas fenotipicas da Sindrome de Down como microcefalia, olhos com
fendas estreitas, defeito cardiaco e deficiéncia intelectual, portanto € provavel que
haja uma significativa contribuicdo de outros genes no cromossomo 21 e em outras
partes do genoma para o fenétipo da Sindrome de Down.

Pacientes com desequilibrios parciais do cromossomo 21 sdo raros e a
maioria das trissomias parciais do cromossomo 21 resultaram de translocagdes
desequilibradas (54). A regido de trissomia do paciente engloba cerca de 23
genes,essa regido parece ser uma regido critica associada a deficiéncia intelectual e
atraso na fala, os genes C2lorf91 e SYNJ1 contidos nesta regido estéo

relacionados com defeitos cognitivos (55).
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Paciente 8

O paciente (figura 16) do sexo masculino, foi examinado com um ano e quatro
meses, € filho de um casal jovem ndo consanguineo, nasceu prematuro, tem leve
atraso na coordenacdo. Apresenta testa retangular, sobrancelhas retas com
tendéncia a se encontrar na linha media, fendas palpebrais curtas, raiz nasal baixa,
filtro liso (médio), labio superior muito fino, horizontalizado, bochechas baixas,
micrognatia, palato alto, braquidactilia, peso e altura no menor percentil. Foi
diagnosticado com comunicacao interatrial que faz parte do grupo das cardiopatias

congénitas aciandticas.

Figura 16. Paciente 8 com 1 ano e 4 meses.Apresenta testa retangular, sobrancelhas retas, com
tendéncia a se encontrar na linha media, fendas palpebrais curtas, raiz nasal baixa, filtro liso (médio),
labio superior muito fino, horizontalizado, bochechas baixas, micrognatia.

O resultado do exame citogenético por banda G mostrou um cromossomo
marcador extranumerario em mosaico (47,XY,+mar [11] /46,XY[19]), no entanto a
CMA néo evidenciou alteracdes patogénicas em nenhum cromossomo, mosaicismo
ou perda de heterozigose que sugerisse dissomia uniparental, sendo portanto
provavel que o marcador seja formado apenas por heterocromatina.

Portanto as alteracdes fenotipicas provavelmente ndo apresentam relacao
direta com o cromossomo marcador, podendo ter ocorrido uma mutagdo em algum

gene ou influéncia do ambiente.
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Paciente 9

Paciente do sexo masculino, normal, sem alteragfes fenotipicas, tem 40 anos
de idade e foi diagnosticado com infertilidade. Casado, ha doze anos o casal faz
tratamento para engravidar e ja realizaram fertilizacao in vitro.

Realizou exame de citogenética através de bandamento G e o resultado
mostrou um cromossomo marcador extranumérico, mas o CMA nao identificou
alteracdo patogénica em nenhum cromossomo, mosaicismo ou perda de
heterozigose que sugerisse dissomia uniparental, sendo provavel que o marcador
seja formado por heterocromatina.

Anomalias cromossOmicas sdo importantes causas de infertilidade, casais
com abortamento de repeticdo apresentam frequéncia de alterac6es cromossémicas
maiores do que na populacdo geral. A frequéncia de cromossomos marcadores
detectados em pacientes com infertilidade é maior do que na populacdo em geral
(0,125% contra 0,044%) e é também diferente entre homens (0,165%) e mulheres
(0,022%) (56). Estudos demonstraram também que o tipo de heranca do marcador
influencia na infertilidade; pequenos cromossomos marcadores herdados da mae
sdo mais susceptiveis de conduzir problemas de fertilidades nos filhos enquanto que
pequenos cromossomos marcadores herdados do pai sdo mais provaveis de causar
infertilidade nas filhas (57).

Aproximadamente 20-30% dos pequenos cromossomos marcadores
investigados por CMA séo constituidos de heterocromatina (58). A implicacdo destes
pequenos cromossomos marcadores em infertilidade pode ser explicada por uma
interacdo mecanica durante a meiose. Em translocacées ou em portadores de
cromossomos marcadores, a insuficiéncia na gametogénese provavelmente nao é
induzida por desequilibrios genémicos, mas por dificuldade mecéanica durante a
meiose.

Muitos dos cromossomos marcadores sao formados apenas por
heterocromatina e ndo causam alteracbes fenotipicas nos portadores, sendo
associadas apenas nas causas de infertilidade.

As alteracfes apresentadas pelo paciente 8 apesar de serem leves, parecem

nao ter relagdo com o cromossomo marcador.



44

Os pacientes deste estudo apresentaram uma grande heterogeneidade
guanto a origem, estrutura cromossémica e efeitos fenotipicos. A caracteristica mais
comum nos pacientes foi a presenca de atraso de desenvolvimento ou atraso
psicomotor. Uma grande variabilidade fenotipica esta relacionada com a presenca
de cromossomos marcadores, o risco de um fendtipo anormal pode estar associado
com o tamanho do material eucromatico ou o nimero de genes e cerca de 14% dos
cromossomos marcadores esta presente adicionalmente a uma aberracdo
cromossémica numérica como trissomia 18, 21, ou 13, monossomias do X ou outra
alteracdo numérica (59), o que torna esse tipo de alteracdo cromossdmica uma das
mais dificeis para a determinacdo do progndéstico e do aconselhamento genético,
principalmente quando encontrados em exames pré-natais.

Correlacbes gendtipo-fendtipo em um cenério de diagndstico devem abordar
uma variedade de fatores, incluindo o conteddo genético, os efeitos de posicéao,
tamanho da aberracédo, padrdao de heranca, presenca de mosaicismo e dissomia
uniparental.

O mosaicismo esta presente em cerca de 50% dos individuos portadores de
cromossomos marcadores, porém é dificil saber a real taxa de mosaicismo somatico
em qualquer individuo estudado, pois a frequéncia de células portadoras de
cromossomos marcadores é altamente variavel de tecido para tecido. O grau de
mosaicismo pode ser considerado como uma possibilidade para o impacto clinico,
sendo extremamente importante para o aconselhamento pré-natal. Nos casos aqui
estudados apenas um paciente (paciente 8) apresentou mosaicismo ao cariotipo de
sangue periférico, porém na analise por CMA néao foi detectado nenhuma alteracao
confirmando se tratar de um cromossomo marcador formado por heterocromatina.

Dentre os casos de cromossomos marcadores em mosaico, € mais frequente
mosaico em que 0S cromossomos marcadores foram derivados de cromossomos
nao acrocéntricos do que os derivados de acrocéntricos (58% versus 24%) (60). Os
marcadores derivados de acrocéntricos sdo mais estaveis e tendem a apresentar
menos alteragbes fenotipicas do que os derivados de cromossomos nao
acrocéntricos, também existem uma maior susceptibilidade para a formacdo de
dissomia uniparental em marcadores em mosaico derivados de acrocéntricos do que

os marcadores derivados de ndo acrocéntricos (59).



45

Os cromossomos marcadores também podem estar associados a dissomia
uniparental, a taxa de dissomia uniparental em individuos com marcadores € de
0,044% em recém-nascidos vivos (60). Essa taxa pode estar subestimada uma vez
gue as principais técnicas para estudo de marcadores como o FISH ndo permitem a
identificacdo de regides de perda de heterozigose. Os principais mecanismos
propostos para a formacdo da dissomia uniparental associado a cromossomos
marcadores sdo: resgate de trissomia, complementacdo gamética e quebra
cromossOmica em regifes proximais ao centrémero, seguida por ndo-disjuncdo. O
efeito patogénico ainda néo esté totalmente esclarecido, mas parece que a dissomia
uniparental pode causar condi¢des clinicas como o surgimento de homozigose para
mutacdes recessivas ou padrdes aberrantes de imprinting. Além disso, a dissomia
uniparental é frequentemente encontrada em conjunto com mosaicismo para uma
linha celular cromossomicamente anormal, o que também pode contribuir para
alteracOes fenotipicas (61).

Em nossa amostra apenas o paciente 3 apresentou dissomia uniparental do
segmento em tetrassomia. Como ndo temos informacdes clinicas detalhadas do
paciente ndo podemos especular quanto ao efeito da dissomia uniparental no
guadro clinico.

A origem dos cromossomos marcadores esteve de acordo com a literatura:
dois casos se originaram do cromossomo 15 e dois casos se originaram do
cromossomo 18; que sdao os cromossomos frequentemente envolvidos na origem
dos marcadores. Os outros casos derivaram dos cromossomos 9 (paciente 5), 9 ou
22 (paciente 6) e 21(paciente 7).

A maioria dos cromossomos marcadores é derivada dos bragos curtos e de
regides pericentroméricas de cromossomos acrocéntricos e cerca de metade deles
sao derivados do cromossomo 15 (62). Cerca de 30% dos cromossomos
marcadores contém eucromatina, o que leva a uma trissomia ou tetrassomia e
consequentes anomalias congénitas (63). A ocorréncia de cromossomos
marcadores € sete vezes mais prevalente em individuos com deficiéncia intelectual
(56).

Cromossomo marcador decorrente do cromossomo 15 € o segundo rearranjo
mais comum no cromossomo 15 e cerca de 80% se devem a duplicacéo invertida

(inv dup 15). A maioria dos inv dup 15 é de origem materna e esta associada com a
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idade materna avancada (38). Os pacientes 1 e 2 do presente estudo apresentaram
duplicacéo invertida no cromossomo 15 (figura 17), com tetrassomia na regiao critica
PWS/AS e possuem fendtipo concordante com o descrito na literatura. Por meio da
técnica de microarray foi possivel caracterizar o rearranjo e determinar quais 0s
cromossomos envolvidos. Sabemos que a regidao 15011ql13 € uma area altamente
susceptivel a rearranjos genémicos clinicamente importantes como a sindrome de
Prader-Willi (PWS [MIM176270]) e sindrome de Angelman (AS [MIM 1058301]). O
fendtipo dos portadores de cromossomos marcadores originados daquela regido
parece que esta ligado a regido critica destas sindromes. Varios mecanismos tém
sidos propostos para explicar a origem dos cromossomos marcadores com
duplicacdo invertida, a mais plausivel parece ser a troca do tipo U na meiose
resultante de erros no crossing-over entre cromossomos homologos, seguido de ndo
disjuncdo na meiose |. A existéncia de LCRs nas proximidades dos breakpoints
sugere ser responsavel pelos rearranjos envolvendo a regidao 15011913,
descobertas recentes sugerem que diversos rearranjos cromossomicos pode
envolver a susceptibilidade a rearranjos relacionados com a presenga de LCR. No
caso de cromossomos marcadores, as LCRs podem causar um desalinhamento
durante o emparelhamento na meiose | que resultam em rearranjos genémicos por
recombinacdo homologa néo alélica (NAHR) entre sequéncias invertidas repetidas
(64).

Dos cromossomos acrocéntricos, 0 paciente 7 também apresentou
cromossomo marcador derivado do cromossomo 21. A frequéncia de cromossomos
marcadores derivados do cromossomo 21 € baixa; o cromossomo 21 esta
relacionado com a sindrome de Down e outros tipos de rearranjos envolvendo este
cromossomo sao pouco relatados na literatura. Villa et. al. (65) propdés a
recombinacdo homodloga nédo alélica (NAHR) como um mecanismo de formacdo de
um cromossomo marcador em anel derivado do cromossomo 21.

Os cromossomos marcadores derivados de cromossomos néo acrocéntricos
sao menos frequentes (~15%) do que os derivados de cromossomos acrocéntricos,
mas o risco de um fendtipo anormal associado a um cromossomo marcador
aleatoriamente derivado de um autossomo acrocéntrico (excluindo o cromossomo
15) é de cerca de 7% em comparacado com cerca de 28% para os derivados de

autossomos nao acrocéntricos (66). No presente estudo, trés pacientes


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/176270
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apresentaram cromossomos marcadores derivados de cromossomos nh&o
acrocéntricos. Cromossomos marcadores 18 tém sido relatados na forma de
isocromossomos que leva uma tetrassomia 18p que na maioria dos casos é uma
ocorréncia de novo, nos casos em que é herdada a maioria € de origem materna e
parece ter relacdo com a idade avancada, o mecanismo de formacdo neste caso
seria a ndo disjuncdo de homodlogos na meiose materna Il (41). A idade materna
avancada € conhecida por ter influéncia na formacdo da tetrassomia e € um dos
fatores determinantes observados em familias com criangas carregando
isocromossomo adicional (67). O mecanismo alternativo de formacdo de um
iIsocromossomo é uma troca do tipo U na meiose, 0s quais normalmente produzem
um isocromossomo dicéntrico (42).

A paciente 6 apresentou uma perda de heterozigose na regido
pericentromérica do cromossomo 9, a perda de heterozigose leva a dissomia
uniparental que é a heranca de um par de cromossomos de apenas um dos
genitores. Os problemas associados a dissomia uniparental incluem a homozigose
de genes recessivos, mosaico de trissomias, imprinting gendémico ou a combinacao
destes (52), os efeitos da dissomia uniparental ainda nao estdo totalmente
esclarecido nos casos de cromossomos marcadores. Os mecanismos de formacao
na coexisténcia de dissomia uniparental e cromossomos marcadores foram: resgate
da trissomia, complementacdo gamética e quebra cromossbmica em regides
proximais ao centrébmero, seguida por ndo-disjuncdo. Nao esta claro se essa
dissomia uniparental estd ou ndo relacionada com o marcador. O microarray
também detectou um ganho cromossémico no cromossomo 22, porém o tamanho do
segmento € pequeno e pode ndo ter relacdo com o marcador. Os marcadores
derivados do cromossomo 22 sdo bem frequentes, a regido da duplicacdo (22q11) é
uma regido muito suscetivel a rearranjos cromossémicos que sao atribuidos a
recombinacdo homologa néo alélica (NAHR) que é mediada por regides de LCR. A
recombinacdo homadloga entre repeticdes invertidas nas LCR de cromatides irmés e
cromossomos homologos poderiam também levar a troca tipo U na meiose que
resultaria na formacéo do inv dic (22) da sindrome do olho de gato e um fragmento
acéntrico que seria perdido (68;69). Bartels et. al. (70) relatou um pequeno
cromossomo marcador de novo derivado do cromossomo 22 com dissomia

uniparental em um paciente e concluiu que o provavel mecanismo de formacao foi
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resgate da trissomia funcional por estar associado com a dissomia uniparental.
Como foram encontradas alteracbes nos cromossomos 9 e 22 pelo microarray, o
cromossomo marcador pode ter sido formado por essas duas alteracdes levando a
formacdo de um cromossomo complexo ou ser formado apenas pela regiao
pericentromérica do cromossomo 9, ja que a maioria dos marcadores sao originados
de regibes pericentroméricas. Para a confirmacéo do resultado seria interessante
usar a técnica de FISH para validar a regido presente no cromossomo marcador, se
do cromossomo 9 ou do 22 ou um marcador complexo formado por ambas as
regioes destes dois cromossomos.

Casos de trissomia 9p tém sido derivados a partir de pais que carregam uma
translocacao reciproca equilibrada e foi acompanhada por uma delecdo de outro
cromossomo (45). Duplicacdes isoladas de novo sem uma delecdo associada n&o
sao frequentes (45), normalmente os rearranjo na regido 9p sao caracterizados
como duplicacdo invertida intersticial com uma delecdo terminal (inv dup del).
Diferente dos casos apresentados na literatura, a paciente 5 apresentou
cromossomo marcador que se originou de uma duplicacdo em duas regides do 9p,
as regides 9p24.3p24.2 e 9pl3.3p13.1. Essas duas regides foram possiveis de
serem identificadas através da técnica de microarray que € capaz de detectar
simultaneamente, em um Unico ensaio as alteracdes presentes em todo o genoma.

O microarray revelou rearranjos complexos, de dificil detec¢éo pela técnica de
FISH. O cromossomo marcador da paciente 5 contém segmentos descontinuos do
braco curto do cromossomo 9 identificado por microarray. A técnica de FISH-
multicolor centrdmero-especifico permite a identificacdo das regides centroméricas e
a técnica FISH-multicolor subcentromérica-especifica permite a identificacdo de
regidbes subcentroméricas, no entanto ndo é possivel identificar cromossomos
marcadores que ndo apresentem essas regifes. Assim, a regido 9p24.3p24.2 que
fica na parte terminal do braco curto do cromossomo 9, ndo poderia ser detectada e
o marcador seria identificado como sendo formado apenas pela triplicacdo da regiédo
9p13.3p13.1 que envolve o centromero do cromossomo. Um estudo proposto por
Tsuchiya et. al. (6) demonstrou uma complexidade na estrutura de cromossomos
marcadores caracterizados por microarray, dois pacientes foram identificados com
cromossomos marcadores que continham regides descontinuas dos cromossomos

de que foram originados, que ndo foram identificados através do FISH.
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Em sete dos nove casos estudados foi possivel pela técnica de microarray
caracterizar 0os cromossomos envolvidos, identificar os pontos de quebra e
caracterizar a alteracdo, porém néo é possivel analisar a estrutura dos cromossomos
marcadores. O paciente 6 apresentou alteracdes em dois cromossomos, e atraves
do microarray nao foi possivel ter a certeza de qual das alteracBes originou o
cromossomo marcador pelo fato de ndo ser possivel analisar a estrutura do
cromossomo marcador. A técnica de FISH é importante para determinar se estes
ganhos gendmicos participaram na formagdo do cromossomo marcador. Porém,
marcadores muito pequenos podem nao ser detectados por FISH ou podem produzir
resultados ambiguos ou de dificil interpretacéo, além disso, a técnica de microarray
permitiu a avaliagdo em uma Unica hibridizacdo, proporcionando assim uma
varredura de todo o genoma para os rearranjos e uma melhor definicdo do genétipo
com maior potencial para correlacées genotipo/fendétipo.

No presente estudo, dois pacientes que foram identificados com
cromossomos marcadores pela técnica de bandamento G néo tiveram alteracbes
detectadas por microarray; o paciente 8, uma crianga que apresentou leves
anomalias e o paciente 9, um adulto normal mas que era infértil, isso pode ser
explicado pelo fato de que o cromossomo marcador continha apenas
heterocromatina, uma vez que aproximadamente 20-30% dos Cromossomos
marcadores analisados pelo array ndo apresentam eucromatina (58). Mesmo néao
havendo desequilibrio genémico nos portadores de cromossomos marcadores com
apenas heterocromatina, a presenca de um cromossomo marcador pode causar
abortos recorrentes e um aumento do risco de comprometimento da
espermatogénese em homens (71).

Os pequenos cromossomos marcadores sao dificeis de reconhecer por causa
do seu pequeno tamanho e pela perda gradual em mitoses. Em genética clinica, é
muito importante caracterizar estes cromossomos para elucidar seus efeitos
fenotipicos por causa de suas implicagcdes no progndstico e no aconselhamento
genético (72). Varios métodos foram desenvolvidos para determinar a origem dos
cromossomos marcadores como o FISH multicolor e 0 bandeamento multicolor, mas
muitas destas técnicas sdo demoradas e ndo podem detectar pequenas quantidades

de material eucromatico em cromossomos marcadores.
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A analise cromossémica por microarray com ou sem sondas de SNPs s&o
ferramentas poderosas para delinear desequilibrios cromossdémicos. As plataformas
de microarray podem ser utilizadas para a investigacao de varia¢gdes de numeros de
cépias (CNVs) por todo o genoma, tém sido muito utilizadas na analise de ganhos e
perdas genbmicas em tumores para a caracterizacdo e delimitacdo precisa de
desequilibrios genémicos e para a associacdo entre anormalidades cromossémicas
e manifestacdes clinicas. Os arrays de polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) sao
capazes de identificar perdas de heterozigose, detectando dissomia uniparental.
Resultados animadores em termos de taxa de deteccéo foram obtidos em pacientes
afetados por inexplicavel atraso no desenvolvimento /deficiéncia intelectual,
transtorno do espectro autista ou anomalias congénitas mdltiplas, no qual o
diagnostico foi muito mais preciso do que os obtidos por cariotipagem (73).
Avaliacdo precisa do conteldo génico das regides genbmicas desequilibradas,
juntamente com a comparacdo de dados em bancos de dados publicamente

disponiveis (DGV, http://projects.tcaqg.ca/variation/ ; decipher, http: //decipher.sanger.

ac.uk/ ; OMIM, http://www.ncbi.nim.nih.gov/omim ), permitiu detectar regides criticas

relacionadas com sindromes conhecidas, possibilitando a correlagdo gendtipo-
fendtipo em varios casos (73).

A caracterizagdo de cromossomos marcadores pela analise cromossomica
por microarray torna possivel determinar o cromossomo envolvido na formagéo
desse rearranjo, a presenca de eucromotina ou heterocromatina, o tamanho do
material de eucromatina, definir a regido e os pontos de quebra de cada
cromossomo envolvido, o numero de genes envolvidos e revelar alguns

desequilibrios gendmicos inesperados em outras partes do genoma (72).
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5. CONCLUSAO

1. Pela andlise cromossémica por microarray foi possivel analisar todo o
genoma dos nove pacientes que possuiam cromossomos marcadores sendo
possivel a identificacdo da origem do marcador em sete casos (78%).

2. Em sete pacientes a andlise por microarray permitiu a identificacdo do
rearranjo: inv dup 15 (2 casos), tetrassomia 18p (2 casos), trissomia 9p, trissomia
21q, microduplicacdo 22q e perda de heterozigose na regido pericentromérica do
cromossomo 9.

3. Em um paciente com invdupl5 foi possivel identificar um segmento de
trissomia, além do segmento de tetrassomia permitindo uma caracterizacdo mais
detalhada do rearranjo.

4. Em um paciente com isocromossomo 18p identificamos dissomia
uniparental de todo o segmento do brago curto.

5. Em uma paciente com marcador derivado do cromossomo 9
determinamos um segmento duplicado proximo ao centrdbmero e um segmento
intersticial indicando tratar-se de rearranjo complexo.

6. O diagnostico por microarray demonstrou ser preciso permitindo a
deteccdo de perdas ou ganhos cromossOmicos, a regido exata da alteracdo e os
genes envolvidos e também informando sobre mosaicismo e perda de heterozigose.

7. O custo da CMA é compensado pela elevada taxa de deteccdo de

desequilibrios submicroscopicos.
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Anexo |

Termo de consentimento livre e esclarecido

A pesquisa intitulada “Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico” pretende investigar a

relagdo entre as alteragdes cromossémicas e o quadro clinico dos portadores.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite contém
informagdes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboragdo neste estudo sera de grande importancia.
Para a realizacdo da pesquisa serd necessaria a retirada de 4 a 8 mL de sangue de uma das veias do antebrago
do paciente e seus genitores para exame feito rotineiramente no laboratério. Este procedimento de coleta de
sangue sera realizado por pessoa qualificada, é de risco minimo para a saude podendo, entretanto, provocar

pequeno desconforto. Resultando o teste positivo, serad garantido um relatério explicativo sobre esta condigao.

A Professora Doutora iris Ferrari é a pesquisadora responsavel pelos procedimentos envolvidos, bem
como da utilizagdo dos dados produzidos durante a realizagdao desta pesquisa. A identidade do paciente serd

mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de divulgacdo desta pesquisa.

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

a qualguer momento.

Os exames e coleta de sangue para andlise s6 serdo realizados se houver concordancia em participar
deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsavel assine o presente documento
gue serd entregue em duas vias, uma para o paciente e outra que sera mantida no Laboratério de Genética
Clinica da Faculdade de Medicina - UNB. Participando desta pesquisa, estara ajudando no diagndstico,

aconselhamento genético e melhor entendimento das causas do retardo mental.

Eu, ,profissao
residente e domiciliado
em , portador da Cédula de Identidade,
RG , e inscrito no CPF/MF nascido(a) em
/] , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade com a participagdo de meu

(minha) filho(a) no estudo “Investigacdo
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da etiologia do retardo mental sindrémico”, e afirmo que obtive todas as informagBes que considero

necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:

( ) Concordo que sejam incluidas em publicac¢des cientificas, se necessario.

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

( ) Ndo concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicagdo ou apresentagao.

Brasilia, de de 20__

Assinatura do participante

Dra. iris Ferrari

Pesquisadora responsavel

Telefone para contato: (61) 3307 2505



