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RESUMO

A obesidade tem se tornado um problema de saude publica, alcancando taxas
superiores a 25% da populagéo. Resultante de uma interacao entre fatores ambientais,
tais como alimentacdo e atividades fisicas, fatores sociais e fatores genéticos, a
obesidade possui uma expressao fenotipica heterogénea e diversos mecanismos
moleculares envolvidos. Baseada na etiologia genética, a obesidade pode ser
categorizada de trés formas distintas: 1) monogénica, na qual o gene causador do
fendtipo é claramente identificado, 2) obesidade comum, refletindo a contribuicdo aditiva
de genes distintos e 3) obesidade sindrbmica, quando estd relacionada a outras
alteracdes, como malformacdes congénitas, distdrbios comportamentais e deficiéncia
intelectual. O presente estudo tem como objetivo identificar alteracdes
submicroscépicas em pacientes portadores de deficiéncia intelectual (DI) associada a
obesidade, por meio da analise cromossémica de microarranjos (CMA). Foram
analisados 68 pacientes, dos quais 3 (4,4%) foram identificados como portadores da
Sindrome de Prader-Willi (PWS) pela técnica de MS-MLPA. Para a andlise de
microarranjos foram selecionados 20 pacientes, dos quais quatro apresentaram LOH,
sendo que um deles no cromossomo 11, na regido da sindrome de Bardet-Biedl,
permitindo assim o diagnéstico da sindrome. Em um paciente foi detectada uma
delecdo de cerca de 7,9Mb no cromossomo 2, considerada patogénica. Dois pacientes
tinham alteracBes que consideramos do tipo indeterminadas (VOUS), uma vez que nao
houve evidéncias para a correlacédo entre o quadro clinico e as alteracdes encontradas;
e dezesseis com alteracbes previamente descritas nos bancos de dados e
consideradas benignas. A baixa deteccdo de CNVs patogénicas e a alta incidéncia de
LOH permitem concluir que os mecanismos envolvidos no desenvolvimento dessas
caracteristicas talvez sejam mais complexos, como mutacdes de ponto, por exemplo.
Dessa forma, ferramentas como o sequenciamento do exoma ou genoma devem ser
consideradas como principal técnica para o diagnoéstico de pacientes portadores de DI
associada a obesidade, sugerindo regides e genes que possam elucidar a etiologia do

guadro.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual associada a obesidade, MS-MLPA,
SNP-array, CNV.



ABSTRACT

Obesity has become a public health problem, reaching higher rates in population
(25%). It is a result of an interaction between environmental factors such as nutrition
and physical activity, and social and genetic factors. It also presents a
heterogeneous phenotypic expression and hence, diverse molecular mechanisms
involved. Based on genetic etiology, obesity is classified in three types: 1)
monogenic, when the gene is clearly identified 2) Common obesity, reflecting further
contribution of distinct genes and 3) syndromic obesity, related to other changes,
such as congenital malformations, behavioral disorders and intellectual disabilities.
The aim of this study is to identify submicroscopic changes in patients with
intellectual disability (ID) associated with obesity, using chromosomal microarray
analysis (CMA). Among 68 patients analyzed, three (4.4%) had a molecular
diagnosis of Prader-Willi Syndrome (PWS) by MS-MLPA technique. Microarray
analysis was performed in 20 patients. Four patients has regions of loss of
heterozygosity (LOH), one of them in Bardet-Biedl syndrome region on chromosome
11, which allows the syndrome diagnosis. Other patient presents a deletion of about
7.9Mb on chromosome 2 possibly pathogenic. Further, two other patients had
imbalances considered as variants of unknown significance (VOUS), since no
evidence for the correlation between clinical features and genetic changes are found.
Finally, 16 patients present abnormalities previously described in databases and
considered benign. The low detection of chromosomal imbalances and the high
incidence of LOH reveals complex mechanisms involved in the development of these
features and may be more complex, such as point mutations, for example. Therefore,
tools such as exome or genome sequencing should be considered as a primary
technique for diagnosis of patients with ID associated with obesity, suggesting some

regions and genes that may clarify the etiology of the condition.

Keywords: Intellectual disability associated with obesity, MS-MLPA, SNP- array,
CNV.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a obesidade tem-se tornado um problema de saude
publica, alcancando, em alguns paises, taxas superiores a 25% da populagéo (1).
Estima-se que em 2030 mais de 2,16 bilhdes de pessoas estardo acima do peso e
1,12 bilhdo serdo obesas. Apesar das campanhas de conscientizacdo e das
pesquisas cientificas na &rea, os esforcos para reduzir as taxas de obesidade por
meio de dietas, exercicios, medicamentos e até mesmo intervengdes cirdrgicas ndo
tém surtido efeito a longo prazo (2,3).

Estudos mostram que a estrutura genética da populacdo, a baixa condicéo
social, 0 estresse psicolégico ou mesmo a dificuldade de acesso a assisténcia
médica possuem um grande impacto no desenvolvimento e na prevaléncia da
obesidade. O contexto cultural no qual as pessoas estao inseridas também parece
ser um fator importante, uma vez que pode, por exemplo, influir no tipo e na
qualidade da alimentacao (4).

Resultante de uma interacdo entre fatores ambientais, tais como alimentacao
e atividades fisicas, fatores sociais e fatores genéticos, a obesidade possui uma
expressao fenotipica heterogénea e diversos mecanismos moleculares envolvidos.
Entretanto, diversos estudos estimam que de 40% a 70% da variagdo do peso
corporal pode ser determinada por fatores genéticos (2), o que pode ser corroborado
pela alta herdabilidade do IMC (4).

Se a quantidade de energia gasta pelo corpo, tanto em forma de calor, quanto
em forma de movimento, for menor do que a quantidade ingerida, essa energia é
armazenada. A principal maneira de armazenamento é na forma de triglicerideos,
dentro do tecido adiposo. (5)

O balanco energético e o metabolismo de carboidratos envolvem elementos
regulatérios como prostaglandinas, citocinas, angiotensinas, entre outros. Esse
balanco pode ser regulado tanto pela ingestao caldrica quanto pelo gasto energético.
A leptina € um polipeptideo produzido pelo tecido adiposo branco e informa o
cérebro sobre as quantidades desse tecido, ativando, assim, uma via anorexigénica,
inibindo o consumo de alimentos, ou uma via orexigénica, estimulando a

alimentacgéo (5).
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Além disso, em roedores, a leptina pode regular a producdo de energia
estimulando a ativacdo simpatica do tecido adiposo marrom. Esse tecido é
caracterizado pela presenca de um receptor adrenérgico especifico e um elevado
namero de mitocéndrias. Na membrana interna das mitocéndrias, a proteina UCP1
permite a producé@o de calor a partir da oxidagdo de &cidos graxos. Assim, quando
esse tecido € ativado, a energia é dissipada em forma de calor. Esse tecido pode ser
encontrado em bebés humanos, mas tende a diminuir nos adultos. Outras proteinas,
como UCP2 e UCP3 podem ser encontradas em varios tecidos, mas seu papel na
termogénese ainda é incerto. (5)

E considerado obeso o individuo com um indice de massa corporal (IMC)
igual ou superior a 30 kg/m?, ou com percentil acima de 95 no caso de criancas,
considerando-se mesmo sexo e idade, segundo a tabela do Centro de Controle e
Prevencéo de Doencas (CDC) dos Estados Unidos (3).

Baseada na etiologia genética, a obesidade pode ser categorizada de trés
formas distintas: 1) monogénica, 2) obesidade poligénica ou comum e 3) obesidade
sindromica.

Nas formas monogénicas, o gene causador do fendtipo € claramente
identificado enquanto na obesidade comum, de causa poligénica, a arquitetura dos
loci envolvidos no fenétipo ainda esta sendo caracterizada. Um fenétipo pode ser
resultante da atividade de um Unico gene (heranca mendeliana ou monogénica) ou
de mais de um gene (heranca poligénica), ambos os casos com influéncia do meio.
As herancas poligénicas multifatoriais refletem a contribuicdo aditiva de genes

distintos, conferindo diferentes graus de suscetibilidade (4).

1.1 OBESIDADE MONOGENICA NAO SINDROMICA

A obesidade monogénica nao sindrémica caracteriza-se por uma obesidade
extrema que se inicia na infancia e envolve alteragbes endocrinas (4). Atualmente
estdo descritas mais de 200 mutagcbes envolvidas na obesidade monogénica em
humanos, entretanto elas s&o encontradas em apenas 10 genes. Desses, oito genes
ja estdo bem descritos: LEP, LEPR, POMC, PCSK1, MC4R, BDNF, NTRK2 e SIM1,

mas explicam apenas 10% desses casos.
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A grande maioria das formas monogénicas ndo sindrébmicas de obesidade é
resultante de alteracbes nas funcdes do hipotalamo. O hipotalamo responde a
diversos horménios, controlando ac¢Bes enddcrinas, comportamentais e
influenciando o balanco energético (4,6).

Resumidamente, as ceélulas adiposas secretam a leptina, um hormonio
aparentemente envolvido na regulacdo do metabolismo de gordura e no consumo de
energia (1,3). Altos niveis de leptina séo registrados pelo receptor de leptina que, por
sua vez, envia um sinal para os receptores de melanocortina 4. O hormdnio
estimulador de melandcito, aMSH, produto do gene POMC, induz um efeito de
saciedade via MC4R. O fator neurotrofico derivado do cérebro, BDNF, também
participa na regulagcdo downstream de MC4R. Mutacdes em um Unico gene
envolvido nessa via sao, aparentemente, a causa monogénica da obesidade (7).

O gene LEP localizado na regido 7q31.2 codifica a leptina, secretada pelo
tecido adiposo branco, que desempenha papel fundamental na regulacdo do peso
corporal. Essa proteina é capaz de inibir a ingestdo de alimentos e regular o gasto
energético, atuando na manutenc¢éo do tecido adiposo (4).

O receptor para a leptina é uma proteina codificada pelo gene LEPR,
expresso predominantemente no hipotalamo e envolvido no metabolismo de
gordura (4).

Mutacdes no gene da leptina ou em seu receptor resultam, em homozigose,
em pacientes hiperfagicos, com um rapido ganho de peso nos primeiros dias de
vida. Esses pacientes apresentam hipogonadismo, dificilmente alcancando a
puberdade, insuficiéncia tireotropica e deficiéncia nas células T, o que confere maior
suscetibilidade a infecgdes (1,3).

Individuos com deficiéncia de leptina vém sendo tratados com leptinas
recombinantes e tém tido relevante sucesso, com perda de peso e uma rapida
alteracdo na hiperfagia. Até o0 presente momento, essa € a Unica forma
farmacologicamente tratavel de obesidade monogénica (7).

Enquanto o gene POMC codifica aMSH, um peptideo anorexigénico, um
grupo distinto de neurénios sintetiza o peptideo orexigénico NPY e a proteina
relacionada a agouti, AGRP, que agem como inibidores dos receptores de MC3 e
MC4.

O produto de POMC depende da enzima endoproteolitica presente numa

regido especifica do cérebro. Na glandula pituitaria a enzima PCSK1 produz o
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horménio adrenocorticotrofico e a B-lipotropina, enquanto a presenga concomitante
de PCSK1 e PCSK2 no hipotalamo controla a producao de a-, B- e y-MSH, além de
B-endorfinas (4).

Individuos com mutacdes no gene POMC apresentam, no periodo neonatal,
deficiéncia do horménio adrenocorticotréfico, possuindo uma pele clara e cabelos
ruivos. A deficiéncia de POMC é associada a hiperinsulinemia, hiperfagia e rapido
ganho de peso, devido a ndo ativacao do receptor de melanocortina 4 (3,6). Mesmo
individuos heterozigotos para a mutacdo apresentam alto risco de obesidade (6).

A proteina codificada pelo gene MC4R é um receptor de membrana, expresso
sobretudo no sistema nervoso central, incluindo o hipotalamo. Ela também é parte
da familia de receptores de melanocortinas e interage com horménios MSH e
adrenocorticotrépicos, via proteinas G. O gene, composto por um Unico éxon, €
localizado na regido 18g21.3 e contribui na ingestdo de alimentos e na regulacdo do
gasto energético. Em obesos morbidos, aqueles com IMC superior a 40kg/m?, a
deficiéncia desse gene representa a principal causa do fendtipo, sendo observada em
1% a 6% dos pacientes (4), que apresentam também hiperinsulinemia, elevada taxa de
crescimento e alta densidade 6ssea (7).

Por fim, neurdnios que expressam SIM1 sdo responsaveis pela producao de
multiplos neuropeptideos, incluindo ocitocinas, vasopressinas e somatostatinas. Nao
foram encontradas mutacdes de ponto em SIM1, mas delecbes do gene séo
associadas a varios grupos apresentando obesidade infantil, atraso no
desenvolvimento e grande crescimento linear. O atraso no desenvolvimento,
observado em todos os pacientes com a delecéo, reflete o envolvimento do gene na
neurogénese (6).

A regulacdo entre a ingestdo alimentar e o gasto energético também esta
diretamente relacionada a obesidade e as familias de genes [(-adrenorreceptores
(ADRB1, ADRB2 e ADRB3) e de proteinas desacopladoras (UCP1, UCP2 e UCP3)

associadas ao circuito de balanco energético sdo consideradas candidatas (3).
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1.2 OBESIDADE COMUM OU POLIGENICA

A identificacdo da leptina e das vias relacionadas a ela foram recebidas com
entusiasmo devido ao grande potencial terapéutico para o tratamento de todas as
formas de obesidade. Entretanto, estudos mostraram que a maior parte dos
individuos obesos nao apresentava deficiéncia de leptina, e sim altos niveis, sendo
inclusive resistente a ela (8).

Véarias abordagens foram adotadas a fim de identificar loci candidatos na
tentativa de desvendar os mecanismos da regulacao do peso corporal, mas somente
apos a publicacdo do sequenciamento do genoma humano (International Human
Genome Sequencing Consortium) e do Projeto Internacional HapMap, que criou um
mapa de haplétipos humanos, foi possivel a caracterizagdo e descoberta de novas
variantes genéticas associadas a doencas complexas (9).

Ao contrario da obesidade monogénica, na obesidade poligénica cada
polimorfismo gera uma variante que confere suscetibilidade, necessitando da
presenca de outras variantes e de um meio obesogénico para o desenvolvimento do
fendtipo (4).

Para analisar como a ocorréncia de single nucleotide polymorphisms (SNPs),
ou polimorfismo de Unico nucleotideo, os principais marcadores de variacdes
genéticas, e a interacdo entre eles influenciam o risco de doencas complexas
comuns, uma das estratégias mais usadas atualmente sdo os estudos de
associacdo que englobam todo o genoma, o GWAS (Genome-Wide Association
Studies).

Nessa abordagem livre de hipotese, milhares de SNPs sdo analisados
comparando a frequéncia em individuos obesos e ndo obesos ou ao longo de um
espectro de IMC (ou outra medida) e tem levado a identificacdo de diversos loci
associados a essas caracteristicas (8).

Estudos de ligagéo tém produzido evidéncias, as vezes inconsistentes, para o
envolvimento da leptina no desenvolvimento da obesidade comum, pelo menos nos
fendtipos de inicio precoce. Um polimorfismo adjacente a sequéncias envolvidas na
transcricdo do gene da leptina, parece modular a resposta a restricdo calérica em
mulheres com obesidade grave. Meninas obesas, homozigotas para o alelo variante,

tiveram uma reducéo de 25% nos niveis de leptina, apesar de uma massa corporal
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similar. Relagbes semelhantes foram descritas entre uma variante na regiao nao-
codificante do éxon 1 e os niveis séricos de leptina em adultos obesos franceses.

Esses estudos sugerem que essas variacbes podem ser responsaveis por
alteracdes nos niveis de leptina e assim poderiam modificar a capacidade do
cérebro para detectar a quantidade de gordura armazenada no tecido adiposo
branco. Contrastando com estudos sobre 0 gene da leptina, nenhuma associacao foi
confirmada entre obesidade e o gene do receptor de leptina em uma meta-
analise. (5)

Para garantir um grande nimero de amostras e a replicabilidade dos estudos,
diversos consorcios, como o0 Genetic Investigation of Anthropometric Traits (GIANT),
foram criados (9). Até o momento foram identificados mais de 50 loci associados a
pelo menos uma caracteristica relacionada a obesidade, identificados em quase
todos os cromossomos, como observado na Figura 1 (4).
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Figura 1. Loci associados a alguma caracteristica relacionada a obesidade.

Fonte: Traduzida de Albuquerque e cols., 2015 (4).
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O primeiro gene relacionado foi descrito em 2006. Foram analisados 694
individuos de 288 familias, sendo que os homozigotos para um SNP comum proximo
ao gene INSIG2 apresentavam obesidade. Contudo, diversos estudos posteriores
falharam na tentativa de replicar esse resultado (7,9).

Em 2007, Frayling e cols. realizaram um estudo para testar a correlacao de
variantes ao longo do genoma com a diabetes tipo 2. Eles descreveram que o
polimorfismo rs9939609, localizado no primeiro intron do gene FTO (fat mass and
obesity associated), estava fortemente associado o diabetes tipo 2 e ao IMC (10).
Andlises posteriores descobriram que a associacdo com a diabetes se dava, na
realidade, devido ao aumento do IMC.

Esse efeito foi replicado em diferentes grupos, e uma meta-analise
demonstrou que individuos homozigotos para o alelo de risco, alelo A, possuiam
uma chance aumentada em 1,67 vezes de se tornarem obesos, pesando em média
trés quilos a mais que os individuos homozigotos para o alelo protetor, alelo T (4,7).

Outros estudos encontraram diferentes polimorfismos nas regides intrénicas
do FTO, consistentes com obesidade infantil e adulta. Os efeitos fenotipicos tornam-
se evidentes a partir dos 7 anos de idade. Aparentemente, variantes de FTO né&o
estdo associadas a ingestao energética ou atividade fisica em criancas; todavia, em
adultos homozigotos, é observado um aumento na ingestdo de alimentos e uma
diminuicdo da saciedade (7).

Entre 190 criangas e adolescentes com pelo menos um alelo de risco, foram
reportados episoddios de compulsédo alimentar mais frequentemente do que quando
comparados aqueles homozigotos para o alelo ndo relacionado. Adicionalmente,
criangas heterozigotas selecionam alimentos com maiores quantidades de
gordura (7).

O gene parece ter efeitos distintos ao longo do desenvolvimento. Estudos
mostram que individuos portadores de um alelo de risco apresentavam um IMC
baixo na infancia, aumentando substancialmente na juventude (4).

Ja foram descritos mais de 60 polimorfismos, em diversas etnias,
relacionadas a obesidade. Esses polimorfismos também estdo relacionados com
obesidade abdominal, circunferéncia da cintura, bem como com a relacdo
cintura/quadril e a porcentagem de gordura corporal (7).

O FTO é um gene grande, com 9 éxons se expandindo ao longo de mais de

400 kilobases na regidao cromossdmica 16ql2.2; entretanto, 0S mecanismos
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envolvendo FTO no desenvolvimento da obesidade ainda ndo estdo bem elucidados.
As variantes desse gene parecem levar a um aumento na ingestdo calorica,
modificando o controle de apetite no hipotalamo (4).

Sabe-se que ele é essencial para o desenvolvimento do sistema nervoso
central e para o sistema cardiovascular, demonstrado pelo fen6tipo de individuos com
perda de funcdo do gene, que apresentam um retardo no crescimento pés-natal,
microcefalia, atraso grave no desenvolvimento neuropsicomotor e facies
dismorfica (7). Por outro lado, a deficiéncia de FTO no contexto da obesidade ainda
ndo é bem conhecida e confirma a complexidade da genética envolvida na obesidade
comum (4).

Diversos estudos demonstraram que varios loci envolvidos no aumento do
IMC estavam localizados em regifes proximas aos genes das formas monogénicas,
como MC4R, POMC e BDNF, sugerindo que essa via também poderia contribuir
para a obesidade poligénica (8).

A regido codificadora de MC4R apresenta, além das ja citadas mutacfes
envolvidas nas formas monogénicas, duas variantes poligénicas para a regulagéo do
peso: o alelo 1103, que codifica uma isoleucina, ao invés de uma valina, na posi¢ao
103; e 0 L251, que codifica uma leucina, no lugar de uma isoleucina, na posicédo 251
da proteina receptora. Ambos o0s alelos estdo negativamente associados a
obesidade.

Heterozigotos para o alelo 1103, estimado em 2% a 9% dos individuos de
diferentes populacdes, foi calculado, por meta-andlise, um efeito de -0,48 kg/m?2. Um
efeito semelhante foi observado em portadores do alelo L251, no qual estudos de
populacdo evidenciaram uma redugdo no IMC desses individuos (7).

Apl6s a criacdo do GIANT, um novo GWAS identificou um locus, contendo o
polimofismo rs17782313, proximo ao gene MC4R, cujas muta¢cbes sdo a causa mais
comum de obesidade mérbida em criancas (4).

Assim, a relagéo do polimorfismo rs17782313 com a obesidade parece estar
mediada pela expressdo de MC4R, devido a sua posi¢ao proxima a esse gene. Para
cada cépia do alelo foi estimado um aumento médio de 0,22kg/m? e uma Unica copia
aumenta as chances de sobrepeso e obesidade em 8% e 12%, respectivamente (7).

A presenca desse alelo ndo parece ter efeito em recém-nascidos e criangas,
mas no periodo entre 7 e 11 anos de idade, o efeito observado foi o dobro do que

em adultos.
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Em adultos, uma Unica cépia do alelo resultou em individuos com maior estatura,
em média 0,21 cm. Esse estudo foi replicado e confirmado posteriormente (7).

Ja foram descritas mais de 90 mutacdes associadas a obesidade, envolvendo
o gene MCA4R, em diversas populagdes, incluindo europeus, asiaticos e afro-
americanos (4,9).

Uma terceira fase de descobertas ocorreu em 2009, com uma meta-analise
utilizando 15 GWAS para IMC em caucasianos, e replicado em uma amostra com
59.082 individuos. Foram confirmadas as associa¢cfes de FTO e MC4R, e descritos
mais seis genes: MTCH2, GNPDA2, KCTD15, SH2B1, NEGR1 e TMEM18.
Concomitantemente, um GWAS em uma populacdo islandesa identificou mais sete
novos loci proximos ou envolvendo os genes BDNF, SEC16B, ETV5 e FAIM2, além
de corroborar FTO e MC4R.

Duas outras fases de descobertas ocorreram em 2010 e 2013, e j& foram
descritos mais de 35 loci envolvidos exclusivamente com o IMC, explicando de 1% a
3% da sua variacao.

Existe uma discrepéancia entre a explicacdo da variacdo do IMC, devido aos
polimorfismos comuns encontrados e a herdabilidade estimada, em torno de 40% a
70% (4). Possiveis explicacdes envolvem a dificuldade de identificar variantes raras,
a heterogeneidade genética entre as populacdes, as interacdes entre 0s genes, as
interacdes entre 0s genes e 0 meio, além de possiveis fatores epigenéticos. Os
efeitos das variantes comuns identificadas sao pequenos, e a maior parte delas esta
localizada em regides néo codificadoras, incluindo regides intrénicas e intergénicas,
dificultando a elucidacdo dos seus mecanismos na fisiopatologia da obesidade (9).

Diversos GWAS identificaram um grande numero de loci relacionados a
obesidade, todavia é essencial a combinacdo deles em um escore de risco, ou risk-
allele score (GRS). Isso fornece uma forma mais conveniente e funcional de associar
as variacdes ao longo do genoma (4).

A maior parte dos GWAS é realizado em caucasianos, apesar da alta
prevaléncia da obesidade em outras popula¢des. Enquanto alguns loci afetam todos
0S grupos étnicos, outros parecem afetar somente determinados grupos especificos.

Estudos colaborativos vém sendo realizados para replicar os resultados
encontrados em outras populacdes, como afro-americanos, asiaticos e indigenas

americanos. Recentemente um consoércio conhecido por Population Architecture
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using Genomics and Epidemiology (PAGE) foi criado para minimizar esse problema,

recrutando populacdes de diferentes etnias (9).

1.3 OBESIDADE SINDROMICA

A obesidade frequentemente esta associada a outras altera¢des, incluindo
malformacdes congénitas, dismorfias, distarbios comportamentais e deficiéncia
intelectual (6,11,12). Ja foram descritas na literatura mais de 30 sindromes
relacionadas a obesidade, entretanto a etiologia da maior parte dos casos

permanece desconhecida (3,12).

1.3.1 Obesidade associada a deficiéncia intelectual

Apesar de ja terem sido descritas diversas sindromes relacionadas a
obesidade associada a deficiéncia intelectual (Tabela 1), a maior parte dos casos
nao se encaixa em nenhum padréo sindrémico conhecido, e sdo encontrados na
literatura como casos isolados.

A Organizacdo Mundial de Saude define a deficiéncia intelectual (DI) ou
deficiéncia mental (DM) como “uma redugcédo na compreensao de informagdes novas
e complexas e na capacidade de aplicar essas habilidades. Isso resulta em uma
deficiéncia das funcdes sociais e se inicia antes da idade adulta, prolongando-se por
toda vida” (13).

Outra definicdo, fornecida pela American Association of Intellectual and
Developmental Disability, diz que “uma deficiéncia é caracterizada por uma limitacéo
significante tanto no desenvolvimento intelectual quanto no comportamento
adaptativo, que abrange muitas habilidades sociais e praticas cotidianas. Essa
deficiéncia origina-se antes dos 18 anos” (14).

Usualmente € utilizado um QI menor que 70 como ponto de corte (15) e afeta

cerca de 2% a 3% da populacdo em geral (16).
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Tabela 1. Principais sindromes associadas a obesidade e deficiéncia intelectual

Sindrome Fendtipo DI Obesidade Padrao de Loci/Gene
heranga

Bardet-Biedl Hipogonadismo Leve Generalizada Autossémica  Diversos loci /
Retinopatia pigmentar recessiva BBS1 a BBS18
Polidactilia

Osteodistrofia Alteracdes esqueléticas Leve a Generalizada e Autossbmica  20qg13.2 / GNAS1

hereditaria de Braquidactilia moderada  grave dominante

Albright Calcificagdes ectdpicas Iniciada na infancia com
Face redonda imprinting

Borjeson- Epilepsia Moderada  Truncal Ligada ao X X0g26.3

Forssman- Hipogonadismo a grave (abdominal) recessiva

Lehmann Dismorfias faciais

Cohen Facies caracteristica Leve Truncal Autossdmica  8g21g22 / COH1
Maos e pés finos Iniciada ap6s os 5 recessiva
Alteracdes orais e oculares anos

Prader-Willi Hipotonia neonatal Leve a Generalizada e Autossbmica  15q11-13
Hiperfagia moderada  grave dominante Delecgéo paterna
Hipogonadismo com UPD mat
Baixa estatura imprinting Microdele¢éo em

SNURF-SNRPN

Fonte: Adaptado de Clément, 2006 (1).

1.4 PRINCIPAIS SINDROMES RELACIONADAS A OBESIDADE

1.4.1 Sindrome de Bardet-Bied|

A sindrome de Bardet-Biedl (BBS) é uma desordem de origem autossémica
recessiva, caracterizada por obesidade, deficiéncia intelectual, hipogonadismo,
polidactilia pos-axial, retinite pigmentosa e problemas renais. Dezoito genes ja foram
relacionados a sindrome (17), além de uma forma trialélica, envolvendo um terceiro
alelo mutado em um segundo locus (18). Estima-se que sua frequéncia seja de
1/125.000 a 1/175.000 (6).

O gene BBS1 é expresso ubiguamente, incluindo o tecido fetal, a retina e o
tecido adiposo, sendo a causa de um terco dos casos de BBS, e parece interagir
diretamente com os receptores de leptina (19). O gene o gene MKKS, localizado no
cromossomo 20, codifica uma chaperona, envolvida no processo de enovelamento
de outras proteinas e representa de 5 a 7% dos casos de BBS. A identificacdo do

gene MKKS (BBS6) permite supor que outros genes causais participem do complexo
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de chaperonas, o que demonstra a grande heterogeneidade molecular da sindrome.
Apesar de nao terem relacdo direta com as chaperoninas, os genes BBS1, BBS2 e
BBS4 podem ser substratos da proteina MKKS (18).

Outros genes BBS desempenham um papel especificamente nas células
ciliadas, envolvidos no correto posicionamento dos o6rgdos durante o
desenvolvimento embrionario. Mutacdes nesses genes resultam em anomalias
estruturais dos 6rgaos, bem como alteracdes no epitélio pigmentar (1), o que permite
classificar a BBS como uma ciliopatia (17).

A principal teoria para explicar a obesidade na BBS defende que a alteragao
nessas células ciliadas resulta em anomalias nos receptores de leptina, consistente
com a hiperleptinemia observada nos pacientes portadores da sindrome (19).

Embora BBS1 atue nos receptores de leptina, nem todas as vias envolvidas
sao igualmente afetadas. A ativacdo dos genes NPY e AgRP permanecem normais,
enquanto POMC é reduzida. Esse achado é consistente com outro estudo, que
mostra que uma alteragdo no transporte intraflagelar em neurdénios POMC resulta
em hiperfagia e obesidade. Outros estudos argumentam que a obesidade observada
nas ciliopatias pode ser consequéncia de mecanismos mais complexos,
relacionados a outras vias de sinalizacdo, defeitos no desenvolvimento neural ou

processos neurodegenerativos (19).

1.4.2 Osteodistrofia hereditaria de Albright

Diferentemente da BBS, que envolve diversos genes em diferentes
cromossomos, a Osteodistrofia hereditaria de Albright (AHO) € uma sindrome
monogénica que apresenta um padrdo de heranca autossémico dominante com
imprinting. Nesses casos, uma mutacdo no gene GNAS1, localizado no
cromossomo 20, leva a uma diminuicdo da subunidade alfa da proteina G,
resultando em uma resisténcia a diversos hormdnios, entre eles o paratormdnio.
Esse gene também sofre imprinting e, curiosamente, a obesidade s6 € encontrada
em pacientes com mutagbes no alelo materno ativo, que também leva ao

desenvolvimento de pseudoparatireodismo tipo 1A (6).
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O quadro clinico caracteriza-se por baixa estatura, alterac6es no esqueleto e
neurocognitivas, ossificagdo subcutanea e encurtamento dos o0ssos longos,
particularmente do quarto e quinto metacarpo (6,20). Nesses pacientes a obesidade

ndo esta relacionada a hiperfagia, mas sim a reducdo no gasto energético,
consequéncia da baixa atividade do nervo simpético (6).

1.4.3 Sindrome de Borjeson, Forssman e Lehmann

Com apenas 50 pacientes descritos até o presente (21), a sindrome de
Borjeson-Forssman-Lehmann (BFLS) é caracterizada por uma mutacdo no gene
PHF6 mapeado na regido g26-g27 do braco longo do cromossomo X (20,22).
Acredita-se que esse gene desempenhe papel na regulacdo transcricional, no
crescimento e na proliferacdo celular. Durante o estagio fetal, sua expressao é mais
alta no cérebro, mas pode ser amplamente encontrada em outros tecidos em
desenvolvimento. Em adultos, € expressa no timo, nos ovarios, na tireoide, no baco,
nos testiculos e também nos adipdcitos (21).

Pacientes portadores dessa sindrome apresentam DI grave, baixa estatura,
grande acumulo de gordura na regido abdominal, pescoco curto, microcefalia, face
redonda e “grotesca”, hipotonia, epilepsia e hipogonadismo. Mulheres portadoras da
mutacdo, apesar de possuirem caracteristicas semelhantes apresentam DI
moderada, orelhas largas, atraso no desenvolvimento das caracteristicas sexuais

secundarias e uma variedade de anomalias radiograficas (20).

1.4.4 Sindrome de Cohen

Relativamente rara, a Sindrome de Cohen foi descrita em cerca de 200
pessoas no mundo todo e é decorrente de uma mutacdo no gene COH1 no
cromossomo 8 (q21-g22), com um padréo de heranga autossémico recessivo (23). O
gene COHL1 codifica uma proteina de membrana periférica envolvida na manutencéo

da integridade e do funcionamento do Complexo de Golgi (24).
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Descrita em populacdes de diferentes etnias, o fenotipo apresenta uma
grande heterogeneidade, incluindo alteragdes faciais, orais, oculares, obesidade,
deficiéncia intelectual e hipotonia muscular (3,20,22).

Em 2011, Douzgou e Petersen (23) apresentaram um estudo relacionando
essa heterogeneidade com as diferentes mutacdes encontradas, de acordo com a
etnia. Na populacao finlandesa, o fendtipo é caracterizado por uma personalidade
gentil, com um perfil neurocognitivo, comportamental e motor especifico e constante,
associado a alteracfes esqueléticas e um grave envolvimento do segmento posterior
dos olhos. Gregos e mediterraneos possuem um fenotipo neurocognitivo similar,
entretanto, com uma alta ocorréncia de autismo, caracteristicas esqueléticas bem
especificas e um grave fenoétipo oftalmico, que frequentemente envolvem tanto o
segmento posterior quanto o anterior do olho, além de desordens periodontais.
Diferentemente das populacbes anteriores, os Amish apresentam um atraso no
crescimento e um fendtipo similar aos gregos, mas com uma prevaléncia menor de
autismo e pode ser caracterizado por frequentes complicacdes e infeccbes
neonatais. O Ultimo grupo estudado foi uma populacdo irlandesa némade que
passou muito tempo isolada, resultando em casamentos consanguineos, e
atualmente apresenta uma frequéncia de 1 caso para cada 2.000 nascimentos.
Esses individuos possuem caracteristicas autistas como 0sS gregos, mas sem 0
desenvolvimento da fala e, como consequéncia de neutropenia, apresentam

recorrentes infecgfes no trato respiratorio.

1.4.5 Sindrome de Prader-Willi

Inicialmente descrita em 1956 por dois cientistas suicos (25), a Sindrome de
Prader-Willi (PWS) é a mais comumente relacionada a obesidade (20) e possui uma
frequéncia de 1/10.000 a 1/30.000 nascimentos, com aproximadamente 200 mil
pacientes descritos mundialmente (26).

Ela é caracterizada por deficiéncia intelectual moderada, baixo peso neonatal,
hipotonia e dificuldades de alimentagc&o na infancia, seguido por uma hiperfagia, que
se manifesta por volta dos oito anos de idade e, consequentemente, um

desenvolvimento gradual de obesidade moérbida, tornando-se permanente. Esses
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pacientes apresentam hipogonadismo em ambos os sexos, que se manifesta como
uma hipoplasia genital, causando atraso no desenvolvimento puberal e infertilidade
na maior parte dos casos (26). Alteracbes na glandula pituitaria e no hipotalamo
resultam em baixos niveis do horménio do crescimento (GH) e, consequentemente,
em uma baixa estatura. Todavia, essas caracteristicas clinicas variam conforme a
idade e podem ser agrupadas da seguinte forma (25):

e Periodo pré-natal: Diminui¢do da atividade fetal, polidramnio e posicéo
anormal das maos e pés, visiveis na ultrassonografia do terceiro
trimestre.

e Periodo neonatal: Grave hipotonia, dificuldade de alimentac&o devido a
baixa capacidade de succdo, atraso no crescimento, choro fraco,
hipoplasia genital e despigmentacdo dermal e ocular.

e Infancia: Hiperfagia e obesidade, diminuicdo da massa muscular e
acumulo de gordura, reducdo no gasto energético, baixa estatura e
problemas comportamentais, como roubar e esconder comida.

e Adolescéncia: Atraso na puberdade, podendo, em meninos, nao ter
ocorrido o posicionamento dos testiculos na bolsa escrotal, obesidade
morbida e complicacdes decorrentes dela, como apneia do sono,
diabetes mellitus, aterosclerose e hipertensdo, osteoporose, escoliose,
problemas comportamentais e epilepsia.

O diagnéstico clinico durante o periodo neonatal € complexo, visto que 0s
sinais sdo comuns a outras desordens (27,28,29). Entretanto, com o
desenvolvimento de novas técnicas moleculares a partir dos anos 90 (29) e apos
diversos estudos verificarem uma grave hipotonia em 100% dos pacientes
portadores da sindrome, em 2001, Gunay-Aygun e cols. sugeriram uma alteracao
nos critérios diagnosticos estabelecidos por Holm em 1993 (30). Eles propuseram
uma divisdo conforme a idade do paciente, de forma que o0s critérios maiores sejam
diferentes para cada fase do desenvolvimento. Assim, durante o periodo neonatal, a
observacéo da hipotonia seria suficiente para realizacdo de exames confirmatorios.
Somado a isso, o maior conhecimento dos profissionais a respeito da sindrome
permitiu, ao longo dos anos, uma diminuigdo na idade de diagndéstico (29).

A hipotonia é caracteristica comum a outras desordens como doenga de

Pompe, problemas congénitos de glicosilagdo e desordens mitocondriais e o
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diagnostico precoce da sindrome auxilia ndo somente no manejo do paciente, mas
também evita que outros testes mais complexos e invasivos sejam realizados para
determinar a causa do quadro clinico (28,29).
Dados pré-natais também podem auxiliar no diagndstico, como diminuigdo da
atividade fetal, observada na maioria dos casos (31), polidramnio e posicionamento
anormal das maos e dos pés, visiveis na ultrassonografia a partir do terceiro
trimestre (25).
A regidao cromossdmica 15g11-gq13 contém um grupo de genes que sofre
imprinting, e podem ser expressos somente pelo cromossomo materno ou somente
pelo paterno. A Sindrome de Prader-Willi é causada por uma auséncia de expressao
de genes paternos nessa regido, que pode ocorrer de trés formas distintas (26):
1) Delecdo de 5-6 Mb dessa regido no cromossomo paterno
(correspondendo a 65% a 75% dos casos).

2) Dissomia uniparental materna do cromossomo 15 [upd(15)mat]
(encontrada em 20% a 30% dos pacientes).

3) Mutacdes no centro de imprinting (IC) que controla essa regido genémica
(1% a 3%).

Essa regido pode ser dividida em quatro partes, determinadas por trés pontos

de quebra comuns (Figura 2).
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Figura 2. Mapa da regidao cromosstmica 15q11-q13

Em verde os genes que nado sofrem imprinting, em azul os genes com expressao paterna, regido da
sindrome de Prader-Willi (PWS). Em laranja os genes com expressao materna, regido da sindrome
de Angelman. IC- Centro de Imprinting.

Fonte: Traduzido de Cassidy e cols. (26).

A primeira regido ndo sofre imprinting e contém quatro genes — NIPAL,
NIPA2, CYF1P1 e GCP5 - expressos tanto pelo cromossomo materno quanto pelo

paterno (26).
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A segunda regido, denominada na Figura 2 como “Regiao PWS”, é expressa
somente pelo alelo paterno, contendo os genes MKRN3, MAGEL2, NDN, C15o0rf2,
SNURF-SNRPN, a classe de genes snoRNAs C/D box, SNORD116 e o gene
SNORD115. O gene C150rf2 € um gene expresso bialelicamente nos testiculos,
mas expresso somente paternalmente no cérebro. A porgéo central da regido PWS,
com os genes SNURF-SNRPN, € bicistronica e codifica duas proteinas distintas,
uma envolvida no splicing de mRNA e outra ainda sem fungdo conhecida. Nao
obstante, esses genes regulam seis genes snoRNAs localizados
telomericamente (26). Os genes SNORD116 e SNORD115 estdo presentes em
multiplas cépias, enquanto o restante dos genes snoRNA possuem apenas uma.
Contrariamente a outros sSnoRNA C/D box, geralmente envolvidos com a
modificacdo dos RNA ribossomais, esse grupo parece estar envolvido na
modificacdo de RNAs mensageiros, provavelmente modulando o splicing
alternativo (32).

Os genes UBE3A e ATP10A fazem parte da porcao relacionada a Sindrome
de Angelman (AS). A delecdo materna, bem como a [UPD(15)pat], é responsavel
por essa sindrome, mas somente o0 gene UBE3A esta envolvido. O quadro clinico da
sindrome inclui DI grave, marcha ataxica, risos imotivados e nao inclui obesidade na
maioria dos casos.

A exata funcdo de cada um desses genes no delineamento do fenotipo
observado na PWS ainda néo foi elucidada e, contrariamente a AS, nédo foi possivel
relacionar todas as caracteristicas encontradas a um unico gene (26). Apesar disso,
uma delecdo atipica entre SNURF-SNRPN e UBE3A, encontrada no alelo paterno
de dois pacientes, demonstra que a deficiéncia de SNORD116 pode ser a causa de
caracteristicas tipicas do fenotipo da PWS (32).

A obesidade pode ser relacionada a insaciabilidade- ligada a disfungéo
hipotalamica. Embora varios mecanismos tenham sido propostos para a hiperfagia —
como anomalias na sinalizacdo da grelina, hormdnio que aumenta o apetite —, uma
analise neuropatoldgica no cérebro de pacientes portadores da sindrome identificou
alteracdes no hipotdlamo que se correlacionam com as caracteristicas clinicas
observadas. Esses pacientes possuiam menos neurbnios que expressam ocitocina
no nucleo paraventricular, e essa reducdo parece ser a causa anatdbmica desse
comportamento (19). Nesses pacientes é observada uma diminuigdo da atividade

fisica, um decréscimo de massa muscular e, consequentemente, uma menor
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necessidade calérica. Esses fatores, quando somados a ingestdo de grandes
guantidades de energia, resultam em uma obesidade central, basicamente
localizada na regido abdominal e nos quadris. Curiosamente, a porcentagem de
gordura visceral € inferior a esperada para o grau de obesidade observado, mas a
obesidade ainda € o principal fator de morbimortalidade nos pacientes adultos
portadores da sindrome (26).

N&o existem evidéncias que permitam diferenciar os fendtipos de acordo com
a mutacdo presente, entretanto algumas diferencas estatisticas podem ser
observadas na frequéncia e gravidade de algumas caracteristicas entre as duas
grandes formas de mutacao, a delecdo de 15q11-q13 e UPD. Pacientes portadores
de UPD sdo menos propensos a hipopigmentacdo e as caracteristicas faciais.
Geralmente apresentam um QI verbal maior e problemas de comportamento mais
brandos, mas tém uma tendéncia maior a psicose e ao autismo. Pacientes
portadores da delecao tipo | (BP1-BP3) sdo descritos com mais compulsées e um
comportamento adaptativo menor, bem como menor habilidade intelectual do que

aqueles com a delecéo tipo Il (BP2-BP3) (26).

1.4.6 Outras obesidades sindrémicas

Conforme descrito acima, pacientes com deficiéncia mental associada a
obesidade e a outras malformacbes congénitas apresentam uma grande
heterogeneidade genética, sendo muitas vezes considerados como novas
sindromes (15), ndo se encaixando em nenhuma anteriormente descrita. Isso sugere
gue muitos genes envolvidos no desenvolvimento neurolégico parecem afetar o
circuito de balanco energético (6,11).

Em 1991, Wilson e cols. (33) descreveram 14 pacientes, de trés geracdes
sucessivas de uma familia, apresentando um padréo de deficiéncia intelectual ligado
ao X. Esses pacientes apresentavam obesidade, ginecomastia, hipogonadismo,
dificuldades na fala, dedos afilados e pés pequenos. Foi encontrada uma
recombinacdo na regido Xp21.1-q22, excluindo BFLS. Observando outros membros

da familia, notou-se que nenhum homem com inteligéncia normal apresentava
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ginecomastia ou obesidade e nenhuma das mulheres heterozigotas eram obesas ou
possuiam dificuldades na fala.

Constantine e cols. (34) descreveram, em 2000, uma paciente de 22 anos
apresentando anisomastia, obesidade, mamilos espacados, clinodactilia bilateral e
contraturas do terceiro, quarto e quinto dedos, canais auditivos curtos, palato
arqueado e pequeno, boca pequena com dentes espacados, pescoco curto, narinas
antevertidas, hérnia umbilical e refluxo esofagico. Foi encontrada uma duplicacdo na
regido 16913 e, apesar de apresentar quadro clinico semelhante a outros pacientes
com altera¢Bes no cromossomo 16, a paciente possuia caracteristicas Unicas, como
anisomastia tdo grave que foi necessaria intervencao cirurgica.

A regido 17pl3 é reconhecidamente descrita como uma regido propensa a
variacdes no numero de copias e possui diversos genes candidatos a deficiéncia
intelectual. Por exemplo, duplicacbes e delecbes na regidao 17pl3.3 apresentam
fendtipos distintos, envolvendo deficiéncia intelectual e malformacgdes cerebrais,
respectivamente. Uma regido proxima, em 17p13.1, envolvendo o gene TP53
também esta associada a diferentes fenétipos. Uma mutacdo no gene ou uma
pequena delecdo sdo responsaveis pela Sindrome de Li-Fraumeni, enquanto
grandes delecdes envolvendo o gene resultam em deficiéncia intelectual e
caracteristicas dismérficas, mas ndo apresentam suscetibilidade a tumores. Individuos
com duplicagcbes nessa regido apresentam obesidade, adicionalmente a DI (35).

Em contraste, variagdes isoladas no cromossomo 19 s&o raras; entretanto,
Wangensteen e cols. descreveram em 2013 uma paciente com obesidade e DI que
apresentava uma delecdo de novo de 750kb na regido 19pl13.2. Essa delecéo
envolvia diversos genes, incluindo o gene receptor de insulina (INSR) e resistina
(RETN), relacionados com o metabolismo da glicose. Por ter uma copia normal do
receptor de insulina, ela ndo apresentava alteracdes no metabolismo da glicose,
somente uma haploinsuficiéncia do receptor de insulina. Apesar de exibir baixos
niveis de leptina, adipocina e citocinas, o sequenciamento do gene LEP ndo mostrou
alteracdes, e os genes envolvidos na delegédo ndo tinham relagéo 6bvia com esses
achados. Curiosamente, embora o pai da paciente nao fosse portador da delecéo,
apresentava obesidade desde a adolescéncia, bem como outros parentes
paternos (36).

Esses estudos mostram que as alteracbes cromossbmicas sSao uma

importante causa de obesidade associada a DI.
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1.5 VARIACOES NO NUMERO DE COPIAS (CNV)

O HapMap tornou-se uma fonte inestimavel de informacéo para a comunidade
cientifica e para o estudo e a pesquisa de doencas complexas. Contudo, nos ultimos
dez anos, apos a primeira descrigdo de uma “variante de numero de copias em larga
escala”, os hoje denominados CNVs (Copy Number Variation) preencheram uma
fenda entre as ja conhecidas alteragdes cromossomais e muta¢gdes de ponto, unindo
duas disciplinas historicamente distintas.

Em 2004, com o advento de novas técnicas de analise, lafrate e cols. (37) e
Sebat e cols. (38) descreveram essas alteracfes que foram posteriormente definidas
como um segmento de DNA presente em um numero de copias variante quando
comparado com um genoma de referéncia. Isso envolve duplica¢gbes, delecdes ou
insercdes de 1 kb ou mais (39).

Lee e Scherer (40) sugerem gue a delimitacao original em 1 kb se devia mais
as limitacdes da técnica utilizada do que, de fato, a uma explicacdo biolégica ou uma
limitac&o funcional do segmento.

A simples presenca de CNVs ndo implica patogenicidade, uma vez que se
sabe, atualmente, que elas sdo a principal causa da variabilidade genética entre os
mamiferos (41), e compreendem 13% do genoma humano, sendo responsaveis pelo
fendtipo celular e pela expressdo génica, por exemplo (42,43). Entretanto, CNVs
podem envolver partes de genes, genes inteiros, varios genes em sequéncia ou
elementos regulatérios, alterando o balanco biolégico da diploidia e a dosagem
génica, resultando em alteracdes fenotipicas dependendo da regido envolvida (40).

CNVs podem ser herdadas ou esporadicas, por uma mutacdo de novo, e
podem originar-se de trés formas distintas. Frequentemente, 0s genes sao
flanqueados por elementos Alu, LINE ou por blocos de repeticbes semelhantes,
denominados repeticdbes baixas de copias ou low-copy repeat (LRC). Essa
sequéncia em tandem facilita a recombinacdo ndo homologa, gerando uma delecao
ou duplicagdo nessa regido. Em casos de repeticdes invertidas, a sequéncia de
bases é copiada ao contréario, inativando o gene (40,43,44).

Um segundo mecanismo envolve a maquinaria de reparo do DNA. No caso de
uma quebra, as porc¢des terminais sdo modificadas e ligadas novamente. Por vezes,

regides sao adicionadas ou deletadas durante o processo, resultando numa CNV.
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Nesse caso ndo € necessdria uma regido repetitiva, diferentemente da forma
descrita previamente.

J4 no modelo de troca de forquilha de replicacdo, a nova fita pode se
desprender e invadir uma segunda forquilha, continuando sua sintese de forma
errdbnea. Esse processo é dependente de regides de micro-homologia, com poucos
pares de bases, e pode ocorrer em sequéncia, originando arranjos complexos, com
sequéncias multiplas e em série.

Como citado acima, a patogenicidade das CNVs pode ser resultante de
alteracdo no balanco da dosagem génica ou por uma disfuncdo do gene. CNVs
intragénicas ou que envolvem um Unico gene podem ter efeitos semelhantes a
mutacBes de ponto, apresentando caracteristicas de uma heranca mendeliana. De
outra forma, CNVs maiores, compreendendo diversos genes, podem criar um
grande espectro fenotipico, sendo denominadas “desordens gendmicas” (40,43,44).

De fato, CNVs compreendem um numero maior de nucleotideos e sdo mais
frequentemente encontrados do que os SNPs. Elas tém-se mostrado responsaveis
pela evolugdo humana e pela diversidade genética entre os individuos, bem como
pelo aumento da suscetibilidade a desordens, como as desordens gendomicas (43).

De modo semelhante as caracteristicas poligénicas, desordens gendmicas
ocorrem com uma frequéncia parecida, mas diferencas significativas podem ser
observadas em populagdes distintas, corroborando a hipétese de que a arquitetura
gendmica pode ser um fator significante para a predisposi¢éo (43).

CVNs patolégicas tendem a ser maiores, abrangendo diversos genes ou
regides regulatorias; e, recentemente, pesquisadores tém reconhecido que CNVs
maiores de 1,5 Mb podem ser facilmente relacionadas como a causa provavel da
patologia observada (45).

Ja foram associadas CNVs a diversas sindromes e doencgas complexas, como
Sindrome de Smith-Magenis, Sindrome de Rett, autismo, esquizofrenia, doencas de
Parkinson e Alzheimer, bem como deficiéncia intelectual, sendo que cerca de 9% a
13% dos casos de DI isolados ou associados a malformacbes congénitas sao

devidos a CNVs submicroscépicas nao detectaveis ao cariétipo (Figura 3) (41).
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Figura 3. CNVs envolvendo loci associados a deficiéncia intelectual
Em azul s&o descritas delecdes e em vermelho, duplicacgdes.
Fonte: Retirado de Stankiewicz e Lupski, 2010 (41).

Diversos estudos ja foram realizados a fim de buscar associa¢des entre o
fendtipo do paciente e os microarranjos encontrados, além de prover um diagnostico
para o paciente, permitindo um possivel prognéstico e o adequado manejo do

quadro.
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Um estudo publicado em 2011, analisou 95 pacientes portadores de sindrome
genética nao definida e identificou 29 alteracbes ainda ndo descritas na literatura,
entre ela, uma delecdo em 1p36.3, uma delecdo em 5035, delecdo em 7q22,
duplicacdo em Xg28, entre outros. Os dois Ultimos pacientes apresentavam
deficiéncia intelectual e obesidade (46).

Em 2011, Dasouki e colaboradores descreveram quatro pacientes com
obesidade sindrémica apresentando alteracbes previamente relacionadas ao
quadro. Por meio da técnica de CGH array, eles encontraram um duplicacdo no
braco longo do cromossomo 10, dois pacientes com uma delecdo no brago curto do
cromossomo 16 e outro com uma delecéo no braco longo do X. Os portadores das
delecdes apresentavam, adicionalmente, atraso global do desenvolvimento.

Os autores ainda realizaram uma revisdo da literatura e resumiram diversas
CNVs descritas em varios cromossomos associadas a obesidade sindrémica, entre
elas, delecdo de 1p36, duplicacédo de 3p23, delecédo de 6g23.3, duplicacdo de 16913
e delecdo de 22q11 (47).

Vuillaume e cols. também descreveram varios loci associados ao quadro. Em
um estudo com 100 criangas portadoras de obesidade sindromica, eles identificaram
60 CNVs em 42 criangas, incluindo a anteriormente descrita delecdo de 1p36, além
da delecdo de 2p25, delecédo de 3ql3, ambas previamente associadas a obesidade
e a deficiéncia intelectual, delecdo de 16pll, delecdo de 1g21.1, duplicacdo de
14932.12932.33, duplicagéo de 16p13.1, delecéo de 7p21.3, entre outros.

ApOs a criagdo do banco “Human Obesity Gene Map”, a descricdo de novos
genes causais permitiu um avanco nessa area e diversos estudos e relatos de caso

vém sendo publicados a fim de identificar regides relacionada a obesidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL:

O presente trabalho tem como objetivo identificar alteracbes cromossémicas
submicroscopicas em pacientes portadores de deficiéncia intelectual associada a
obesidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Identificar os pacientes portadores da sindrome de Prader-Willi por MS-
MLPA.
2. ldentificar alteracdes submicroscopicas, por meio de anélise cromossémica

por microarray nos pacientes ndo portadores da sindrome de Prader-Willi.
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3 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo faz parte do projeto interinstitucional intitulado
“Investigacao da Etiologia do Retardo Mental Sindrémico”, aprovado junto ao Comité
de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-
FM 081/2009; 25/11/09) (Anexo A).

Foram selecionados, por meio de analise de prontuario, 68 pacientes de
ambos os sexos portadores de deficiéncia intelectual associada a obesidade, sem
diagnostico de sindrome genética definida, atendidos nos Ambulatérios de Genética
Clinica do Hospital de Apoio de Brasilia e do Hospital Universitario de Brasilia entre
0s anos de 2009 e 2015.

Os pacientes foram referenciados ao Servico de Genética por outras
especialidades da Rede da Secretaria de Saude do Distrito Federal por suspeita de
sindrome genética.

Por se tratar de pacientes civilmente incapazes, os responsaveis legais foram
solicitados a assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Para
efeitos de normalizacdo, consideramos obeso o paciente adulto com IMC igual ou
superior a 30 e criancas com IMC acima de 95° percentil, pela tabela do CDC.

Rotineiramente, foram coletados de 4 a 8 mililitros de sangue periférico em
tubo heparinizado e em tubo contendo Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

como anticoagulante, para exame de cariétipo e extracdo de DNA, respectivamente.

3.1 CULTURA DE LINFOCITOS E EXAME DE CARIOTIPO

As amostras de sangue periférico coletadas dos pacientes e armazenadas em
tubo heparinizado foram utilizadas para cultura de linfocitos de sangue total para o
exame de cariotipo.

Para a cultura de linfécitos aplicou-se em garrafa para cultura de células
estéril (area de crescimento 25 cm?) 1ml de sangue total fresco, 9 ml de meio de
cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contendo L-glutamina e 0,289 de
penicilina, 2ml de soro fetal bovino e 400yl de fitohemaglutinina. As culturas foram
incubadas em estufa a 37°C para crescimento celular. Apés aproximadamente 72
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horas de incubacao foram adicionados 100ul de Colchicina, com a fungéo de induzir
a parada na etapa de metafase das divisbes celulares presentes na cultura,
mantendo-se o material em estufa a 37°C por mais 25 minutos. Terminado o periodo
de crescimento e feita a parada das células na metafase, o material foi transferido
para tubos Falcon, centrifugado por 6 minutos a 2000 G e o sobrenadante foi
desprezado. O pellet foi resuspendido, em vortex, em seguida foram aplicados 12ml
de KCI a 37°C, homogeneizando sutiimente para promover a hipotonizacdo das
células. As amostras foram novamente incubadas a 37° C por 20 minutos e
finalmente centrifugadas por 6 minutos a 2000 G e o sobrenadante foi descartado.

A fixacdo do material foi realizada com o Fixador de Carnoy | (3:1 Alcool
Metilico/ Acido Acético Glacial), apds a ressuspens@o em vortex, foram aplicados
10 mL de fixador e homogeneizando gentilmente. A amostra foi entdo centrifugada
por 6 minutos a 2000 G e o sobrenadante, desprezado. Esse procedimento de
fixacdo foi repetido quatro vezes. O sobrenadante resultante da fixacdo teve sua
concentracdo ajustada, e em seguida foi gotejado em laminas de vidro para uso em
microscopia optica.

As laminas produzidas foram secadas em temperatura ambiente durante
5 dias, e submetidas ao Bandamento G, banhando as laminas nas solugdes de 40yl
tripsina, 5ml de soro fetal bovino, 10ml de meio Gl e 20ml de solugcédo-tampéao salina
de Hank (tamp&o HBSS), respectivamente. Ao final do bandamento as laminas
foram coradas com Giemsa.

Os exames de cari6tipo dos pacientes provenientes do ambulatério do HUB e
da SES/DF foram analisados, respectivamente, pela Professora Doutora Iris Ferrari,
do Laboratério de Genética da UnB e pelas bidlogas Especialistas em Saude do
Laboratério de Citogenética do Nucleo de Genética da SES/DF que, posteriormente,
tiveram seus resultados validados e os laudos emitidos pelas médicas geneticistas

do Nducleo.

3.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada conforme o método Puregene

(www.puregene.com). Na etapa de lise celular foi adicionado 3 ml de sangue total a
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9ml de solucdo de lise RBC (5mM MgCI2 -1mM EDTA pH 8,0). O material foi
invertido e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente, seguido de
centrifugacéo por 10 minutos a 3400 G. Apds descarte do sobrenadante, o tubo foi
homogeneizado para ressuspensdo do pellet e adicionados 3ml de solucéao de lise
celular (SLC) (10mM Tris pH 7,5 — 1mM EDTA pH 8,0 — 1% SDS), obtendo-se uma
suspensao homogénea.

A fim de separar as proteinas presentes no lisado celular, foi adicionado 1ml
da solucéo de precipitacdo de proteina (NH4Ac 7,5 M) e o tubo homogeneizado por
20 segundos e centrifugado por 10 minutos a 3400 G. Essa etapa faz com que as
proteinas presentes no lisado se precipitem formando um pellet permitindo a
remocao do sobrenadante contendo somente DNA.

Para a fase de precipitagdo do DNA, o sobrenadante, previamente transferido
para outro tubo, foi misturado a 3ml de isopropanol 100%. Nessa etapa é possivel
observar o “novelo” de DNA. Apds a formacéo do novelo, o material foi centrifugado
novamente por 3 minutos a 3400 G e o sobrenadante descartado. Foram
adicionados 3ml de etanol 70%, invertendo o tubo para melhor homogeneizacéo,
centrifugado por 1 minuto a 3400 G e retirado o sobrenadante novamente. O tubo
contendo DNA foi secado aberto a temperatura ambiente por 20 minutos em capela
de fluxo laminar e, apés secagem total, adicionado 200ul de TE (Tris-HCL 10mM -
EDTA 1mM pH 8,0). O DNA foi armazenado em freezer de 2 a 8°C.

As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotémetro NanoVue Plus

(GE Healthcare Life Sciences, EUA) em concentragao de ng/ul.

3.3 ANALISE DE MICRORREARRANJOS POR MLPA

A técnica de MS-MLPA (Metilation-Specific Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) consiste em uma variacdo da técnica de MLPA, na qual sdo
utilizadas endonucleases sensiveis a metilacdo. Foi utilizado o kit ME028 (MRC-
Holland) contendo 32 sondas diferentes especificas para a sequéncia, ou para as
regides proximas, da regido 15ql1, critica para as sindromes de Prader-Willi e

Angelman, sendo que, cinco dessas sondas sdo especificas para a sequéncia que
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sofre imprinting e contém um sitio de ligacdo para enzima sensivel a metilacao,
Hhal.

A técnica de MLPA, por meio da hibridacdo de sondas especificas e
amplificacdo por PCR, permite a identificacdo do numero de coOpias de uma dada
sequéncia de DNA. Essas sondas apresentam dois segmentos complementares as
sequéncias alvo de DNA, um oligonucleotideo curto e um oligonucleotideo longo,
contendo uma sequéncia stuffer de diferentes tamanhos para cada uma das regides
estudadas. E a partir dessas sequéncias stuffer que as sondas poder&o, ao final do
experimento, ser separadas e correlacionadas com as regides cromossOmicas
investigadas.

Inicialmente as amostras foram diluidas em agua e colocados 5ul em tubos de
0,2ml, alcangando uma concentracdo entre 50 e 250ul. Essas amostras foram entao
desnaturadas em um termociclador a 98°C por 5 minutos e posteriormente resfriadas
a 25°C. Apds o processo de desnaturacao, as amostras foram hibridizadas utilizando
um mix contendo 1,5 pl das sondas especificas para a regidao 15911 e 1,5 ul de
MLPA Buffer, e incubadas overnight a 60°C (entre 16 e 20 horas). No dia seguinte,
foram preparados dois mix de ligag&o distintos, um contendo 8,25ul de H20, 1,5pl de
Ligase Buffer B,e 0,25ul de enzima Ligase-65 e o segundo contendo 7,75ul de H20,
1,5 de Ligase Buffer B, 0,25ul de enzima Ligase-65 e 0,5ul de enzima Hhal.

Todas as amostras receberam um mix contendo 3ul de Ligase Buffer A e 10pl
de H20. O volume total foi entdo divido em dois tubos: o primeiro recebeu 10ul do
mix sem a enzima, correndo conforme a reacdo padrdo de MLPA e fornecendo
informacgdes sobre o numero de copias, e o segundo, 10ul do mix com a enzima.
Essa enzima digere sequéncias que nao apresentem o grupo metil, o que impede a
sua posterior amplificacédo, permitindo a andlise do padrao de metilagdo. O programa
manteve as amostras a 48°C por 30 minutos, seguido de 5 minutos a 98°C e
resfriamento a 20°C.

Apoés a ligacdo, as amostras foram amplificadas por PCR. A temperatura
ambiente, foi adicionado 5ul de um mix composto de 3,75ul de H20, 1ul de SALSA
PCR primer mix e 0,25ul de SALSA polymerase. A reacéo foi realizada em ciclos de
30 segundos a 95°C, seguido de 30 segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C.
Quando terminados 35 ciclos, as amostras foram incubadas a 72°C por 20 minutos e
mantidas resfriadas a 15°C no termociclador. Os fragmentos formados e

amplificados foram diluidos e misturados a 0,1yl de GS500 LIZ® (Applied
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Biosystems, EUA) e 9ul de Formamida Hi-Di (Applied Biosystems, EUA) e
submetidos a eletroforese capilar no analisador genético ABI-3130. A analise dos
resultados foi realizada utilizando o software “Coffalyser” (MRC-Holland). A figura 4

mostra um resumo do processo

1. DENATURAGAO 2. HIBRIDIZAGAO COM 3. SEPARACAO  3A. LIGACAO DA ou 3B. LIGACAO DA 4. AMPLIFICACAQ SOMENTE
DO DNA SONDAS ESPECIFICAS EM DOIS TUBOS SONDA SONDA + DIGESTAO DAS SONDAS NAO DIGERIDAS

— . /
by i J H ----- J

Figura 4. Resumo dareacdo de MS-MLPA para deteccéo e quantificacdo de
sequéncias de nucleotideos utilizando uma enzima de digest&o sensivel a metilagdo

Fonte: Traduzido de MRC-Holland.

Os fragmentos sem o grupo metil foram completamente digeridos pela enzima
Hhal, ndo sendo amplificados. Dessa forma foi possivel analisar ndo somente
variacdes do numero de cbpias como também o padréo de metilacdo das amostras.

Para todas as reacgOes foram utilizados quatro controles, ou seja, pessoas néao
portadoras da sindrome, normais em namero de copias e no padrédo de metilacéo.

A analise dos resultados foi feita calculando-se o valor da intensidade de
amplificacdo da sonda especifica a média das intensidades de amplificacdo de todas
as sondas em relacdo a média de intensidade nas amostras controle.

Amostras com padrdo normal geram graficos como os das figuras 5 e 6.
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Figura 5. Grafico mostrando o padrdo normal de numero de cépias para cada

de MLPA

Pacientes controle foram utilizados como referéncia para a geracéo dos graficos, onde cada ponto

écnica
representa os valores normalizados de intensidade de fluorescéncia para cada sonda.
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Figura 6. Grafico mostrando o padrdo normal de metilagdo para cada sequ

amplificada da amostra pela técnica de MLPA

As sequéncias 463 e 346 aparecem sem nenhum sinal e sédo consideradas controles da reagéo de
digestédo, enquanto que as sequéncias 250, 178, 190 e 142 aparecem com uma reducdo de 50%.
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E possivel verificar pela Figura 5 que todas as sondas se encontram no
intervalo proximo a 1, o que significa que elas possuem duas copias de cada
sequéncia.

Na Figura 6 observamos as sondas 463 e 346 completamente digeridas, o
gue permite concluir que o processo de digestao foi completo, uma vez que essas
sondas se ligam a regidées conhecidamente ndo metiladas. Nos padrfes normais de
metilacdo, uma coOpia materna metilada e uma coOpia paterna ndo metilada, as

sequéncias 250, 178, 190 e 142 aparecem com uma taxa de reducao de 50%.

3.4 ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRANJOS

Uma das técnicas de citogenética molecular mais utilizadas para a triagem de
alteracbes cromossdmicas submicroscOpicas € a analise cromossdémica por
microarranjos (CMA), que permite detectar microdelecbes ou microduplicacoes,
simultaneamente, em milhares de sequéncias-alvo do genoma. Essa técnica utiliza
como alvo de hibridacdo um conjunto de sondas (oligonucleotideos), com
localizacdo previamente conhecida nos cromossomos, organizados em alta
densidade em um chip de DNA (GeneChip®), o que permite detectar alteracdes
cromossbémicas de 10 a 100 vezes menores do que é visivel ao microscopio optico,
dependendo da plataforma utilizada.

Essas alteracbes foram investigadas utilizando a plataforma de 750K da
Affymetrix®, em 21 pacientes sem alteracGes cromossOmicas ao MLPA. Essa
plataforma utiliza microarranjos de DNA contendo 550 mil sondas ndo polimérficas
para CNVs, de regifes codificantes e ndo codificantes do genoma humano, e cerca
de 200 mil SNPs. Assim, ela permite analisar tanto o niumero de cépias alelo-
especificas quanto o0s genotipos de SNPs, bem como confirmar,
independentemente, as variagbes no numero de copias com informacdes alélicas
desses SNPs. Dessa forma, é possivel cobrir 100% dos genes constitucionais do
ISCA, 83% dos genes do OMIM® e 80% dos mais de 36 mil genes do RefSeq (NCBI
Reference Sequence Database).

Resumidamente, o processo consiste nas etapas descritas na Figura 7.
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IExtrac;a'o do DNA genémicol 1 hora
Dia 1 _ / I Digestéo I 3 horas
Finaliza com ‘
a Ligagao
| Ligagdo I 4 horas
/r I Amplificagdo por PCR | 3 horas
) drea de pré PCR
e e e e
y -, dreade p6s PCR
quadruplicata da PCR Fragmentagdo 2 horas
de cada amostra 1h
ora Eletroforese em gel de
o] -
D[a 2 Dla 3 <z ' Marcagdo e Aplicagdo no GeneChip 6 horas
, Eletroforese em gel de Comega com a CytoScan 750K (Affymetrix, EUA)
Comega com a PCR l agarose a 2% Fragmentagdo l
e termina com a e termina com
Quantificagado do e i = ~
DNA purfiado | Purificagéo da PCR | 2 horas ¥ Htridecsg I Hibridagao | e
no chip
l Dla 4 Lavagem, Marcagao com 5
\_l Quantiicacdo I 30 minutos  termina com o escaneamento | _fluoréforos e Escaneamento zgoras bayegememerseEo
minutos

do chip e anélise dos resultados .
escaneamento de cada chip

Figura 7. Protocolo da plataforma Affymetrix® CytoScan™ 750k Array, com o tempo
aproximado para a realizacao de cada etapa

A extragdo do DNA gendmico foi realizada conforme descrito anteriormente e
normalizadas a uma concentracdo de 50ng/pl diluido em Low EDTA TE buffer
(Affymetrix, EUA). Em seguida as amostras foram digeridas com a enzima Nsp | e 0s
fragmentos ligados para posterior amplificacdo por PCR.

Para a digestdo, as amostras foram incubadas por 2 horas a 37°C e 20
minutos a 65°C, juntamente com um mix contendo 5ul de DNA, 11,55ul de agua
ultrapura, 2ul de tampé&o Nsp | (10x), 0,20ul de albumina bovina sérica (BSA) (100x)
e 1yl da enzima Nsp | (10U/ul). Os fragmentos obtidos foram entdo ligados a
adaptadores especificos, com uma mistura de 0,75ul de adaptador Nsp | (50um),
2,50l de tampéo da T4 DNA Ligase (10x) e 2ul da enzima T4 DNA Ligase (400U/ul) e
incubados por trés horas a 16°C e 20 minutos a 70°C. Os produtos foram diluidos em
75ul e armazenadas a - 20°C.

No dia seguinte, as amostras foram submetidas a reacdo da PCR com a
utilizacdo de 39,5ul de agua ultrapura, 10,0ul de tampéo da TITANIUM™ Tag DNA
Polimerase (10X), 20,0ul de reagente GC-Melt, 14,0ul de mistura de dNTP’s (2,5mM
cada), 4,5uL do iniciador PCR Primer 002 (100uM) (Affymetrix, EUA) e 2,0ul da
enzima TITANIUM™ Tag DNA Polimerase (50X) (Clontech, EUA). Todas as
amostras foram feitas em quadruplicatas, a fim de aumentar a quantidade de DNA

gendmico, e colocadas em um termociclador com 1 ciclo de incubacdo a 94°C
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(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).

Como ponto de controle, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 2%
corado com brometo de etidio, para visualizacdo da digestéo, ligacdo e amplificacao
dos produtos da PCR.

As quadruplicatas foram novamente unidas em um Unico tubo e os
fragmentos de DNA capturados com o uso de esferas magnéticas. Apos incubacéo e
centrifugacéo, essas esferas foram selecionadas por forga magnética, lavadas com
tampao de purificacdo, eluidas em tampéao de eluicdo e quantificadas. Nesse ponto,
as amostras devem estar a uma concentracao de DNA maior ou igual a 3ug/ul.

O préximo passo foi a fragmentacéo dos produtos da PCR. Para isso, um mix
contendo 123,5ul de agua ultrapura, 158,4ul de tamp&o de fragmentacdo 10x
(Affymetrix, EUA) e 5,8ul do reagente de fragmentacao (2,5U/ul) foi adicionado e as
amostras incubadas por 35 minutos a 37°C e 15 minutos a 95°C.

Uma nova eletroforese foi realizada em gel de agarose 4%, em TBE 1X, para
verificar a presenca de um arraste entre 25 e 125pb.

Em seguida as amostras foram marcadas com biotina a partir de uma mistura
de 51ul do DNA fragmentado e 19,5ul da mistura de marcagao formada por 14,0ul
de tampado Terminal deoxynucleotidyl Transferase (5X), 2,0yl de reagente de
marcacao de DNA 30mM (biotina) e 3,5ul da enzima TdT (30U/ul) e colocadas em
um termociclador por quatro horas a 37°C seguido de 15 minutos a 95°C.

Para a proxima etapa de hibridacao, 70,5ul do DNA biotinilado foi misturado a
190ul da mistura de hibridacdo, composta dos tampdes de hibridacdo parte 1
(165ul), parte 2 (15pl), parte 3 (7pl) e parte 4 (1pl), mais 2ul de OCR (Oligo Control
Reagent, Affymetrix, EUA) e aquecido a 95°C por 10 minutos e resfriada a 49°C.
Ainda com as amostras no termociclador, 200yl da mistura desnaturada foi
depositada imediatamente em cada um dos GeneChip® com os oligonucleotideos
pré-arranjados. Os GeneChip® com o DNA foram incubados em forno de hibridacéo
(modelo Hybridization Oven 645, Affymetrix, EUA) a 50°C, durante 16 a 18 horas, a
60 rpm.

A posterior lavagem a marcacdo dos GeneChip® foi realizada na estacdo
automatizada Fluidics Station 450 (Affymetrix, EUA), previamente abastecida com os
tampdes de lavagem e agua ultrapura, bem como com os tampdes de marcagéo,

preparados com elementos essenciais para a formacao da fluorescéncia durante a
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leitura dos GeneChip®. Esses processos foram realizados na estacdo fluidica,
automatizada sob controle do software Affymetrix GeneChip® Command Console™
(AGCC), versao 4.1.2 (Affymetrix, EUA).

Esse programa também gerencia um scanner e permite a visualizagdo das
imagens dos GeneChip® em um programa especifico (Affymetrix GeneChip Viewer).
Nessa etapa € possivel conferir os controles positivos do sistema, verificando se as
condicBes de hidridacdo do microarranjo foram adequadas.

O programa detecta os diferentes niveis de fluorescéncia emitida por cada
sonda no GeneChip® e os transforma em um arquivo de extensdo .CEL. Um
segundo software, Chromosome Analysis Suite (ChAS) (Affymetrix, EUA), converte e
normaliza esses dados brutos, por meio da combinacdo das fluorescéncias obtidas
com dados de fluorescéncia disponiveis no banco de dados NetAffx® Genomic
Annotation file NA33.1, utilizando algoritmos especificos. Essa metodologia permite
analisar os dados obtidos com banco de dados gendmicos como Datase of Genomic
Variants (DGV), OMIM® e RefSeq.

O ChAS permite, além da visualizacdo dos dados gendmicos em forma de
tabelas e gréaficos, a criacdo e customizacdo de parametros e regibes para uma
analise especifica, a aplicacdo de filtros a fim de remover informacfes sem
relevancia e a comparacao de diferentes amostras.

Para as andlises realizadas, foram utilizados como filtros: minimo de 30
sondas (aproximadamente 120Kpb) para detectar duplicagbes cromossémicas e de
15 sondas (aproximadamente 60Kpb) para detectar delecdes.

A avaliacdo da patogenicidade foi feita de acordo com as recomendac¢des do
Consensus Statement for Chromosomal Microarrays (48) e a classificacdo de
Srebniak (49).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS DOS EXAMES DE CARIOTIPO

O exame de caridtipo realizado em todos os 68 pacientes ndo revelou

alteracdes cromossdmicas numéricas ou estruturais.

4.2 ALTERACOES ENCONTRADAS POR MLPA

Por meio da técnica de MLPA, foram analisados 68 pacientes, sendo que 65
(95,6%) apresentaram resultados normais, tanto com relacdo ao niumero de cépias
gquanto ao padrédo de metilacdo, e trés (4,4%) apresentaram delecdo na regido
analisada. N&o foram observadas alteracdes no padrédo de metilacdo, que sugerissem
uma dissomia uniparental, ou alteragcdes nos centros de imprinting, fato que poderia ser
esperado, visto que a incidéncia dessas alteracdes é menor e, juntas, correspondem a
apenas cerca de 30% dos casos da Sindrome de Prader-Willi.

O paciente 1 apresentou uma delecdo de todo o segmento 15¢q11q13 testado
incluindo os genes TUBGCP5 e NIPA1 (Figura 8).
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Figura 8. Grafico do paciente 1 representando a delecédo encontrada, que se estende
até o gene TUBGCP5 e 0 gene GABRB3.

A partir do grafico gerado pelo software Coffalyser (MRC Holland) é possivel
verificar que o paciente apresenta uma delecdo que inclui o gene TUBGCP5 e se
estende até GABRBS3 inclusive, proximo ao BP3. Os valores normalizados séo
representados por pontos que se localizam abaixo do intervalo normal, ou seja, a
relacdo entre os sinais gerados pelas sondas desse paciente e os valores controle
esta proximo a 0,5, o que significa que esse paciente apresenta somente uma cépia
desses genes. A sonda 419 ndo pbde ser avaliada porque a intensidade de
fluorescéncia ficou abaixo do limite de deteccdo do software. Pela metodologia
utilizada verificamos que a delecdo envolve BP1, apesar de ndo ser possivel
determinar o ponto de inicio da delecdo, entretanto o envolvimento dos genes da
Sindrome de Prader-Willi permite a confirmacéo do diagnéstico.

Os pacientes 2 e 3 apresentaram uma delecdo iniciando em MKRN3 e
terminando proximo ao BP3 (Figura 9). Essa delecéo € considerada do tipo II, entre
BP2 e BP3, onde MKRN3 corresponde ao BP2.
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Figura 9. Grafico do paciente 2 representando a delecdo encontrada entre NIPAl e

GABRB3.

os graficos das amostras digeridas,

trés pacientes,

todos os

Em

representando o padrdo de metilagdo, foram normais. Isso permite concluir que a

delecdo observada se deu no cromossomo paterno, uma vez que a outra copia

apresentava 0s genes da regido PWS (entre MKRN3 e SNRPN |I) ligados a um

grupo metil.

De fato, dele¢Bes entre os pontos de quebra observados sdo mais frequentes

do que delecbes envolvendo os demais pontos, como BP4 e BP5, visto que BP1,

BP2 e BP3 sdo flanqueados por regides de sequéncias repetidas em tandem,

(26).

Opias
Dessa forma, a técnica de MLPA permitiu a confirmacdo do diagnostico de

! de c6

0oes N0 numero

~

facilitando essas alterag

Sindrome de Prader-Willi, bem como a determinacdo da alteracdo presente em 3

dos 68 pacientes investigados.
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4.3 ALTERACOES ENCONTRADAS PELA ANALISE CROMOSSOMICA DE
MICROARRANJOS (CMA)

Dos 65 pacientes com resultados normais, 20 foram submetidos a analise
pela técnica de CMA. A fim de correlacionar as alteracbes cromossémicas
encontradas com o fendtipo do paciente, foi adotada a classificacdo proposta por
Srebniak e cols. (49). Para o autor, as CNVs podem ser divididas em benignas
(variagbes encontradas no bando de dados DGV, que fornece informacdes sobre
alteracdes em individuos higidos), patogénicas (por exemplo, descritas no banco
DECIPHER), potencialmente patogénicas (como alteracbes relacionadas a
desordens de origem autossdmica recessiva), VOUS (de significado incerto) e
casuais (quando encontradas acidentalmente em um dos genitores).

Dos 20 pacientes analisados, 16 (80%) apresentaram somente CNVs
previamente descritas no banco de dados DGV, sendo consideradas benignas.

Em um desses pacientes foi detectada uma consanguinidade préxima a 25%,
indicativa de parentesco de primeiro grau (50), sugerindo que o quadro clinico seja
de causa autossGmica recessiva. Entretanto, esse dado ndo permite definir uma
regido causal especifica. Nao foram encontradas CNVs consideradas patogénicas
nesse individuo e a consanguinidade n&o havia sido informada previamente.

Um paciente apresentou uma perda de heterozigose no cromossomo 11, que
consideramos patogénica.

Uma paciente apresentou uma delecdo de 7,9Mb no cromossomo 2
considerada patogénica.

Os outros dois pacientes apresentaram delecbes e regides de perda de
heterozigose (10%) que foram classificadas como VOUS, uma vez que nao houve
evidéncias suficientes para determinar se as alteraces eram ou ndo patogénicas e
se estavam ou nédo relacionadas com quadro clinico (Tabela 2).

O restante dos pacientes ndo pode ser analisado por falta de recursos e

disponibilidade de tempo, entretanto suas amostras serao
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Tabela 2. Principais CNVs encontradas nos pacientes alterados

Paciente Alteragdo Regido Cromossbmica Tamanho Classificagao
4 LOH 11912.3 5,1Mb Patogénica
5 LOH 1p32.1 30Mb VOUS
6 Delecéo 2p24.2 7,9Mb Patogénica
LOH 15923 7,7Mb VOUS
7 LOH Xqliia 5,3Mb VOUS
LOH 3p21.3 5,1Mb VOUS

A ndo identificacdo de regides causativas por meio da técnica de CMA, nem
sempre significa que ndo haja nenhuma patogenicidade nas variagdes encontradas.
Nesses casos é necessaria a busca por informacdes adicionais na literatura sobre
possiveis genes que possam estar envolvidos. Muitas vezes as alteracfes sao
menores, como mutagdes de ponto, exigindo testes como sequenciamento génico a

fim de confirmar a maioria das hipéteses.
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4.3.1 Paciente 4

O paciente 4 foi atendido pela primeira vez no ambulatério de genética em
2011, com 9 anos e 4 meses a época. Crianca do sexo masculino, primeiro filho de
casal ndo consanguineo, com dois irmdos, mais novos, higidos, apresentava
deficiéncia intelectual leve, obesidade central, macrocefalia, genitalia masculina com
micropénis, criptorquidia, membros proporcionais e pregas palmares normais. Aos
qguatro anos desenvolveu compulsao alimentar e, por isso, inicialmente foi sugerida a
investigacdo para Sindrome de Prader-Willi e Sindrome do X-fragil. Entretanto, os
exames de cariotipo MLPA e FISH (realizados em outro laboratorio) tiveram
resultado normal, descartando essas hipéteses.

O CMA desse paciente identificou uma perda de heterozigose de 5,1Mb no
cromossomo 11, em uma regido onde estdo mapeados 139 genes (arr[hgl9]
11912.3913.3(63,314,039-68,500,838) hmz).

N&o foram identificados outros blocos de homozigose maiores que 5Mb e ndo
h& consanguinidade parental.

A perda de heterozigose (LOH) geralmente é resultante de uma dissomia
uniparental e possui importantes implicacbes no campo das doencas genéticas.
Primeiramente, ela perturba a heranca dos padrdes epigenéticos, podendo resultar
em doencas de imprinting, como no caso das sindromes de Prader-Willi e
Angelman. Ela pode ainda converter alelos deletérios transmitidos de um genitor
heterozigoto para a condicdo de homozigose, causando uma doenga recessiva ou
pode resultar em uma trissomia incompleta, gerando um mosaicismo residual (51).

A regido identificada envolve diversos genes, entre eles o BBS1, principal

gene relacionado a Sindrome de Bardet-Biedl (Figura 10) (52,53).
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Figura 10. Imagem gerada pelo software ChAS versao 3.1 (Affymetrix, EUA) do
paciente 4, representando aregido de perda de heterozigose encontrada

A barra roxa representa LOH, as regiées em vermelho e azul correspondem as regides de delecado e
duplicacao, respectivamente, ja descritas no DGV como sendo benignas. As barras em verde
representam genes associados a patologias ja descritas no OMIM, entre eles o gene BBS1, indicado
pela seta vermelha.

A Sindrome de Bardet-Biedl é heterogénea e apresenta um amplo espectro
de caracteristicas clinicas, envolvendo retinopatia, obesidade, polidactilia,
dificuldade de aprendizagem, anomalias genitais e do trato urinario. Apesar de
Beales e cols. (54) terem considerado a retinite pigmentosa e a polidactilia como
critérios maiores para o diagnostico clinico, outros estudos mostraram que pacientes
portadores da mutacdo de BBS1 apresentam um fendtipo moderado, o que
explicaria a auséncia dessas caracteristicas no paciente em questdo.
Adicionalmente, o aparecimento de algumas dessas caracteristicas pode ocorrer em
outras etapas do desenvolvimento, fato que adiaria o diagnostico clinico (55).

Um estudo realizado com 37 pacientes portadores da sindrome, com
mutacOes em diferentes genes, mostrou que os portadores da mutagcdo M390R em
BBS1 apresentam uma maior acuidade visual do que os portadores de outras
mutacOes. Uma hipotese diz que, ao invés de participar diretamente do complexo
BBS, localizado no corpo basal das células ciliadas, BBS1 teria participacdo na
formacdo de uma proteina adaptativa. Dessa forma, ela ndo contribuiria para a
dissolucdo do complexo, mas somente para um de seus componentes. Uma outra
teoria defende a ideia de que as principais mutagdes encontradas em BBS1 sao do

tipo missense, e ndo causaria perda de funcao total da proteina, ao contrario do
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observado nas mutacfes dos outros genes que Sdo, em sua maioria, nonsense,
delecdes ou frameshift.

Ainda néo foi possivel determinar uma clara correlacéo entre o genotipo e o
fendtipo encontrado nas diferentes mutagdes dos genes BBS, entretanto é possivel
afirmar que mutacdes no gene BBS1 resultam em um fendtipo moderado (53,55).

Para determinar a mutacdo exata do paciente serdo necessarios exames
adicionais, mas pelo resultado obtido no CMA e pela revisdo do quadro clinico do
paciente e da literatura € fortemente sugestivo que ele seja portador da Sindrome de
Bardet-Bied|I.
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4.3.2 Paciente 5

Paciente do sexo masculino, 12 anos de idade, filho de pais consanguineos,
declarados primos distantes, ndo frequenta escola e apresenta braquicefalia, déficit
cognitivo, dificuldade na fala, obesidade centripeta, compulsédo alimentar, pescoc¢o
curto, orelha proeminente com hipoplasia de I6bulo, médos sem alteragbes,
encurtamento de 5° pododactilo bilateral, frouxiddo ligamentar e genitalia masculina
com testiculos topicos.

O CMA desse paciente mostrou uma taxa de consanguinidade de 3,8%,
revelando diversas regides de perda de heterozigose em diversos cromossomos,

como 1, 7,8, 13 e 22, como mostra a Tabela 3.

Tabela 3. Regides de perda de heterozigose observadas no paciente 5 e seus
respectivos tamanhos

Regido cromossdémica Tamanho (kb)
1p32.1 30,095
7p15.3 8,023
8p22 12,818
13q12.3 8,272
13g13.3 35,710

Contudo, a LOH do cromossomo 1 nos chamou a atencéo. Trata-se de uma
regido de 30Mb, contendo 148 genes, entre eles LEPR. Os receptores de leptina se
distribuem pela superficie dos neurdnios do hipotalamo e sdo responsaveis pelo
mecanismo de regulacdo da saciedade (1,3,4). Individuos homozigotos para a
mutacdo do gene produzem transcritos anormais, alterando tanto os dominios
intracelulares da proteina, quanto os extracelulares. Dessa forma, o receptor circula
livremente, se ligando a leptina e, consequentemente, resultando em altos niveis
séricos dessa proteina. O fenodtipo desses pacientes inclui obesidade mérbida, se

iniciando nos primeiros meses de vida, hiperfagia, comportamento agressivo, além
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de alterac6es enddcrinas, resultando, por exemplo, em hipogonadismo, e deficiéncia
de células T.

Entretanto, ao correlacionar essas informacdes com o quadro do paciente,
ndo é possivel estabelecer uma relagdo direta, uma vez que o paciente apresenta
genitalia normal e nenhuma evidéncia de problemas imunolégicos. Pela dificuldade
na fala, foi considerada a hipétese de Sindrome de Cohen, entretanto essa sindrome
apresenta, entre seus critérios maiores, microcefalia e hipotonia, ndo observados no
paciente.

Considerando a consanguinidade existente entre os genitores, € possivel que
o fendtipo do paciente esteja relacionado a esse fator, entretanto ndo € possivel
afirmar que essas perdas de heterozigose sejam a causa concreta. Assim,
classificamos essas altera¢cées como VOUS.

N&o foram encontradas CNVs de importancia clinica na analise do paciente,

sendo todas consideradas benignas ou provavelmente benignas.
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4.3.3 Paciente 6

Paciente do sexo feminino, 21 anos, em acompanhamento pela genética
desde os 16 por DI, obesidade e convulsdes na infancia. Apresenta agenesia do rim
esquerdo, rim pélvico a direita, Utero e ovarios ndo visualizados pela ecografia,
vagina normal, mamas bem desenvolvidas, orelhas pequenas, baixo implantadas,
fenda palpebral curta, estreita, levemente obliqua para baixo, filtro apagado,
ressecamento das palmas das maos e dos pés, braquidactilia de ambos os pés.
Apesar de nao ter sido possivel coletar informacdes familiares, pela andlise foi
identificada uma consanguinidade de 0,9%.

Foi identificada uma delecdo de 7,9Mb no cromossomo 2, em uma regiao
onde estdo mapeados 36 genes (arr[hgl9] 2p24.2p23.3(16,863,019-
24,777,612)hmz) (Figura 11).
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Figura 11. Representacao grafica da delecdo da regido cromossémica 2p24.3p23.3,
encontrada no paciente 6

Visualizada no software ChAS verséo 3.1 (Affymetrix, EUA).

A partir das consideragdes de Malan e Romana (45), CNVs a partir de 1,5Mb
podem ser consideradas a causa provavel da patologia observada, entretanto a
regido ndo apresenta genes que parecam ter relagdo com quadro clinico da

paciente. Adicionalmente, o banco DECIPHER descreve um paciente com CNV
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semelhante e fenoétipo incluindo malformacdo do coracdo e dos grandes vasos,
microcefalia e retardo de crescimento intrauterino e poés-natal. Esse paciente
apresenta de uma delecdo de 5,03Mb, localizada dentro da regido deletada da
paciente 6, entretanto foi identificado que tal CNV havia sido herdada do pai nao
afetado saudavel. Entretanto, por se tratar de uma delecdo grande, ela deve ser a
provavel causa do fenoétipo. Considerando esses fatos, classificamos a delegéo
como patogénica. Sera necessario realizar o exame dos pais para confirmar se a
alteracéo foi ou ndo herdada.

Além da delecéo, foi observada uma LOH no cromossomo 15, se estendendo
por 7,7Mb, na regido 159230g25.1. Nessa regido esta localizado o gene BBS4, um
dos responsaveis pela Sindrome de Bardet-Biedl. Em um estudo realizado com 177
familias de diversas etnias foi identificado que menos de 3% possuem a mutacao
nesse gene, sendo que ele parece ser mais frequente em arabes e curdos (56).
Além disso, homozigotos para essa mutacdo apresentam um fendtipo mais
caracterizado por alteracdes oftalmicas. Essas informacdes nos fazem acreditar que
essa LOH seja possivelmente patogénica, mas sem evidéncias suficientes para
afirmarmos, assim classificando-a também como VOUS.

A paciente ndo apresentou outras regifes relevantes de LOH e as demais

CNVs encontradas foram consideradas benignas.
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4.3.4 Paciente 7

Terceira filha de casal ndo consanguineo, sexo feminino, 15 anos,
encaminhada a genética por laringotraqueomalacia, diagnosticada com menos de 1
més de vida. A paciente apresenta atraso do desenvolvimento neuropsicomotor,
principalmente com acometimento da fala, desde crian¢ca ndo possui lagrimas mas
transpira normalmente, possui compulsdo alimentar, obesidade com inicio entre trés
e quatro anos, atualmente frequenta escola em sala especial. Ao exame foi
observada macrocefalia, baixa implantacdo de cabelos na fronte, fronte curta, fendas
palpebrais curtas, orelhas normoimplantadas, proeminentes, pescoc¢o alargado,
cintura escapular estreita, maos sem alteracdes, encurtamento de 5° dedos de
ambos o0s pés.

Nao foram encontradas CNVs de significado clinico pela técnica de CMA,
entretanto foram observadas duas LOH, uma posicionada na regido Xql1.1ql2 e
outra na regido 3p21.31p21.1.

A perda encontrada no cromossomo X possui 5,3 Mb e engloba 18 genes,
sendo que 12 estéo previamente descritos no OMIM como patogénicos.

A LOH do cromossomo 3, possui 5,1Mb, contendo 161 genes sendo 145 ja
associados a patologias e descritos no OMIM.

Por ndo apresentarem aparente relacdo causal com o fenétipo ndo € possivel
considerar de imediato essas regides como patogénicas, entretanto pela falta de
consanguinidade entre os genitores e sem casos relacionados na familia, elas ndo

podem ser descartadas, sendo assim considerada VOUS.
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4.4 DISCUSSAO

A técnica de MS-MLPA tem-se mostrado uma ferramenta util no diagnéstico
de pacientes com Sindrome de Prader-Willi, com algumas vantagens em relacdo a
outras técnicas. Ela detecta, simultaneamente, variagcdes no nimero de cépias e no
padrdo de metilacdo da amostra; necessita de uma quantidade relativamente
pequena de DNA, entre 50 e 250ng, além da grande vantagem de n&o precisar de
amostras dos genitores, o que nem sempre é possivel.

Analisamos 68 amostras de pacientes com obesidade associada a deficiéncia
intelectual, sendo que 18 possuiam suspeita da sindrome. Trés pacientes foram
diagnosticados com dele¢des na regido, confirmando a hip6tese. Dessa forma,
encontramos uma prevaléncia de 4,4% de pacientes portadores da Sindrome de
Prader-Willi dentro do universo de individuos com obesidade e DI. Ndo foram
encontradas informacdes semelhantes na literatura.

Apesar de nao termos verificado nenhum paciente com altera¢cées no padrao
de metilacdo, a prevaléncia relatada dessa alteracdo é baixa, correspondendo a
menos de 30% dos casos de Prader-Willi.

Se considerarmos apenas 0s pacientes com suspeita clinica da sindrome, a
taxa de deteccédo da técnica corresponde a 16,6%. Assim, a técnica parece eficaz na
confirmagéo da hip6tese, mas ndo como uma ferramenta exploratéria em pacientes
com obesidade e DI. Também ndo foram encontradas na literatura informacfes
semelhantes sobre a mesma técnica.

Nos ultimos dez anos, com o advento de novas técnicas, como a andlise
cromossOmica por microarranjos, novas e promissoras descobertas tém sido feitas
no campo da genética. Unindo areas distintas, como a citogenética e a genética
molecular, essas técnicas permitiram a identificacdo de novas regibes e novos
mecanismos de alteracdes presentes no genoma humano, até entdo desconhecidos.
Cobrindo todo 0 genoma, a analise cromossOmica por microarranjos possui um
poder de deteccdo de 10 a 500 vezes maior quando comparado a cariotipagem
tradicional (45).

Em nossas analises identificamos um paciente com uma CNV patogénica,
apesar de néo ter sido possivel determinar uma relagéo causal direta. Por se tratar

de uma delec&o grande, 7,9Mb no caso, ela deve ser a provavel causa do fenétipo.
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A associacdo de SNPs as plataformas de microarranjos permitiu que mais de
um milhdo de SNPs pudessem ser identificados simultaneamente, fornecendo
informacdes sobre sua densidade a cada 3kb ou menos (57). Os SNPs constituem
uma das classes mais comuns de polimorfismos. Geralmente localizados em regides
intrénicas, seu papel ainda ndo estd claro, mas parecem impactar na expressao
génica ou no splicing (58).

Atualmente, os chips mais comuns de SNP-arrays permitem a genotipagem
de 10.000 a mais de 1 milhdo de SNPs, por meio da identificagcdo das quatro
variantes possiveis (A, C, T e G) na sequéncia contendo o SNP (59). Os softwares
analisam os dados gerados e detectam, inclusive, o numero de coépias de cada
sequéncia em torno de um SNP a partir do perfil de hibridacdo, identificando
microdele¢bes ou microduplicacdes, dissomias uniparentais e grandes regides de
homozigose ou de perda de heterozigose (60).

Apesar de somente um paciente ter apresentado uma alteracdo do numero de
copias, foram identificadas muitas regides de perda de heterozigose nos individuos
analisados. Atualmente, ndo existe um consenso acerca da definicho e da
classificagdo sobre regides de homozigose, fato que dificulta sua interpretacéo e
comparacao entre os diferentes estudos (57).

Em um paciente foi identificada uma LOH que permitia o diagnéstico como
Sindrome de Bardet-Biedl. Nesse caso, a técnica de SNP-array foi essencial para o
diagndstico molecular, uma vez que o paciente ndo apresentava 0s critérios maiores
para o diagnéstico clinico da sindrome.

Estudos semelhantes produziram dados distintos dos observados no presente
estudo. Em 2014, Vuillaume e cols. analisaram 100 criancas portadoras de
obesidade sindrobmica e identificaram que 22% delas apresentaram CNVs
patogénicas ou possivelmente patogénicas, sendo 30 delecbes e 29 duplicacdes.
Cinco delas ja tinham sido previamente descritas como relacionadas a obesidade,
incluindo uma regido proxima a delecdo observada na paciente 6, entretanto
nenhuma CNV identificada no estudo pdde ser relacionada as encontradas nas
nossas analises. Adicionalmente, o autor ndo utilizou a classificacdo VOUS e
também nao identificou nenhuma regido de perda de heterozigose, entretanto os
motivos ndo foram informados no artigo.

Um outro estudo realizado em 2015 com 96 pacientes portadores de

deficiéncia intelectual em uma populacdo koreana detectou 42 CNVs em 33
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pacientes, sendo que 15 pacientes possuiam 17 CNVs patogénicas do tipo indel e
13 pacientes CNVs do tipo VOUS. Somente um paciente apresentou uma LOH,
considerada VOUS. Nenhum paciente possuia obesidade (61).

Regibes de perda de heterozigose podem ser resultado de dele¢des, dissomias
uniparentais ou consanguinidade, bem como de processos evolutivos, como gargalo
de garrafa. Essas regides possuem grande importancia clinica, uma vez que podem
apresentar variantes com mutacfes deletérias, resultando em desordens
autossémicas recessivas, ou até alterando o padrao de imprinting dos genes (62,63).

Utilizando algoritmos matematicos, os softwares sdo capazes de calcular o
grau de consanguinidade com base na taxa de LOH encontrada na amostra. Dessa
forma, é possivel determinar o grau de consanguinidade entre os genitores do
paciente (64). Apesar de ndo ser uma informagcédo que nossas analises buscam, sdo
fatos que identificamos nos estudos feitos. Uma alta taxa de consanguinidade pode
revelar relagdes incestuosas, nem sempre consensuais, o que leva a questdes
legais. Tarini e colaboradores (65) defendem a ideia de que, caso a relacdo se
estabeleca entre individuos adultos legalmente competentes, o clinico ndo é
obrigado a reportar tal fato. Da mesma forma, se um dos genitores foi vitima de
abuso, a decisdo de denunciar cabe a ela. Entretanto, se um dos envolvidos for
menor de idade ou incapacitado legalmente, o clinico deve reportar as autoridades
legais tal suspeita. No Brasil ndo ha legislacéo a respeito.

Nosso estudo mostrou um numero grande de pacientes com LOH.
Adicionalmente, o nimero de dele¢des e duplicacdes foi baixo quando comparado a
estudos com individuos com DI e outras malformacdes e/ou dismorfias. Dessa
forma, € possivel supor que outros mecanismos estejam envolvidos no
desenvolvimento da obesidade associada a DI, tais como mutacdes de ponto.
Considerando esses achados, talvez a CMA néo seja o exame mais indicado para
esses pacientes, devendo-se considerar um sequenciamento completo a fim de
desvendar alteracdes ndo encontradas por essa técnica.

N&ao podemos descartar a possibilidade de que a alta prevaléncia de LOH e
de CNVs consideradas VOUS talvez envolvam genes e regides possivelmente
patogénicas ainda néo descritas nos bancos de dados.

Por fim, nossos estudos revelam que a obesidade associada a DI ndo pode ser
relacionada a uma unica regido ou a um unico gene e analises adicionais devem ser

realizadas a fim de fornecer informagdes adicionais sobre a etiologia desse quadro.
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5 CONCLUSOES

1) A incidéncia de portadores da Sindrome de Prader-Willi entre pacientes

com deficiéncia intelectual associada a obesidade foi de 4,4%. Nao foi

encontrada nenhuma informacao semelhante na literatura.

2) A técnica de MS-MLPA mostrou-se uma ferramenta eficaz para o

4)

5)

6)

diagnostico de individuos com suspeita de Sindrome de Prader-Willi.

Dos 20 pacientes analisados pela técnica de CMA, um foi diagnosticado
como portador da Sindrome de Bardet-BiedI. A técnica foi essencial para o
diagnéstico do paciente, visto que ele ndo apresentava 0s critérios
maiores para o diagnostico clinico da sindrome, e por isso essa hipdtese

nao havia sido cogitada.

Foi observada uma alta incidéncia de VOUS nos pacientes com DI
associada a obesidade, o que pode significar que mecanismos mais
complexos ou genes ainda ndo descritos no OMIM podem estar

envolvidos no desenvolvimento dessas caracteristicas.

Em uma paciente foi encontrada uma grande dele¢cdo no cromossomo 2
considerada patogénica, no entanto ndo pudemos relaciona-la

imediatamente com o fendtipo de obesidade.

7) A analise cromossdmica por microarray revelou que alteracdes

cromossOmicas submicroscoépicas nédo séo a principal causa de obesidade
associada a DI e outros métodos devem ser utilizados para o diagnostico

gue visem a deteccao de mutacdes de ponto.
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ANEXO A
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 081/2009.

Titulo: “Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico".

Pesquisador Responsavel: Iris Ferrari.

Documentos analisades: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragio de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
e curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 13/10/2009.

Proposigéo do (a) relato (a)

(X)) Aprovacgido

() Néao aprovacio.

Data da primeira anslise pelo CEP-FM/UNB: 28/10/2009.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 25/11/2009.

PARECER

Com base na Resolugio CNS/MS n° 196/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam a mat€ria, 0
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a) o projeto de pesquisa acima
especificado, quanto aos seus aspectos €ticos.

1. Modificacdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagdo imediata

de eventos adversos graves;

[

O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatGrios periddicos do andamento da pesquisa a0

CEP-FM.

Brasilia, 26 de Novembro de 2009.

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

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasiiia, DF — CEP 70910-900
Telefone/Fax: (61) 3307 2276
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

A pesquisa intitulada “Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico” pretende
investigar a relacdo entre as alteracdes cromossémicas e o quadro clinico dos portadores.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite
contém informacdes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de
grande importancia. Para a realizacdo da pesquisa sera necessaria a retirada de 4 a 8ml de sangue
de uma das veias do antebraco do paciente e seus genitores para exame feito rotineiramente no
laboratério. Este procedimento de coleta de sangue sera realizado por pessoa qualificada, é de risco
minimo para a saude podendo, entretanto, provocar pequeno desconforto. Resultando o teste
positivo, sera garantido um relatério explicativo sobre esta condigéo.

A Professora Doutora iris Ferrari é a pesquisadora responsavel pelos procedimentos
envolvidos, bem como da utilizagdo dos dados produzidos durante a realizacdo desta pesquisa. A
identidade do paciente sera mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de divulgacao
desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa nao resultara em qualquer prejuizo presente ou
futuro na prestagdo de assisténcia profissional pela equipe do Servigo de Genética Clinica do HUB,
ficando também ressaltado que, mesmo apés a assinatura do presente termo de consentimento,
podera abandonar a pesquisa a qualquer 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 que sera entregue em duas vias, uma para o0 paciente e outra que serd mantida
no Laboratério de Genética Clinica da Faculdade de Medicina - UNB. Participando desta pesquisa,
estard ajudando no diagnéstico, aconselhamento genético e melhor entendimento das causas do
retardo mental.

Eu, , profissédo

. residente e domiciliado

em , portador da
Cédula de Identidade, RG , e inscrito no
CPF/MF , hascido(a)em __ /[ , abaixo assinado(a), concordo

de livre e espontdnea vontade com a participagdo de meu (minha) filho(a)
no estudo “Investigacdo da
etiologia do retardo mental sindrébmico”, e afirmo que obtive todas as informagdes que considero
necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:
( ) Concordo que sejam incluidas em publicac8es cientificas, se necessario.

( ) Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude.
( ) Nao concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicagdo ou apresentacéao.

Brasilia, de de 20

Assinatura do participante

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



