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RESUMO

As anomalias cromossOmicas sao a causa mais frequentemente
descrita na literatura para explicar a etiologia das malformacdes congénitas,
especialmente em casos que envolvem cardiopatia congénita (CC) e
deficiéncia intelectual (Dl). Esse estudo tem o objetivo de identificar a
contribuicdo de diferentes técnicas de citogenética classica e molecular para o
diagndstico genético de pacientes com CC e DI e outras possiveis
malformacdes congénitas. Avaliamos a aplicacdo de um fluxograma de
diagnodstico uilizando as técnicas de cariétipo, MLPA (do inglés, Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification) e CMA (do inglés Chromosomal
Microarrays). Foram selecionados 20 pacientes portadores de diferentes
cardiopatias e deficiéncias intelectuais e suas amostras foram submetidas ao
fluxograma diagndéstico proposto. A partir da aplicacdo do fluxograma foi
possivel identificar alteracfes patogénicas ou possivelmente patogénicas em
75% dos casos, confirmando a eficiéncia dos exames propostos para
diagndstico de CCs e DlIs. A identificacdo de 45% dos pacientes como
portadores da Sindrome de delecdo 22qll.2 ressalta a importancia da
triagem dessa alteracdo submicroscopica em portadores de CCs e Dls. Foram
identificados ainda genes-candidatos a explicar a associagéo entre CC e DI.
O estudo apresentado ressalta a importancia da diversificacdo das técnicas
de diagndstico genético para maximizacdo da capacidade diagndstica,

especialmente a partir da inclusédo de técnicas de citogenética molecular.

Palavras-chave: cardiopatia congénita; deficiéncia intelectual; MLPA; CMA;
CNVs.



ABSTRACT

Chromosomal abnormalities are frequently related to the etiology of congenital
malformations, especially in cases involving congenital heart defects (CHD)
and intellectual disability (ID). This study aims to identify the contribution of
different cytogenetic techniques in the diagnosis of patients with intellectual
disabilities and congenital heart defects (CHD). We propose the application of
a flow chart composed of classical and molecular techniques (karyotype,
MLPA and microarray) to identify the contribution of each specific technique in
routine diagnosis. Samples from 20 patients with different heart defects and
intellectual disabilities were prossessed according to the flowchart.
Pathogenic or potentially pathogenic changes were identified in 75% of the
cases, thereby confirming the efficiency of the proposed tests for the diagnosis
of CHDs and IDs. The identification of 45% of the patients with the 22q11.2
deletion syndrome emphasizes the importance of screening this alteration in
patients with CHDs. We also suggest candidate genes to explain the
association between CHDs and IDs. The present study emphasizes the
importance of diverse genetic diagnostic techniques to maximise diagnostic

capacity, particularly the inclusion of molecular cytogenetic techniques.

Keywords: congenital heart disease; intellectual disabilities; MLPA ; CMA ;
CNVs
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1. INTRODUCAO

1.1 . CONTEXTUALIZACAO DO PROBLEMA ABORDADO- INVESTIGACAO
GENETICA DAS CARDIOPATIAS CONGENITAS ASSOCIADAS A
DEFICIENCIA INTELECTUAL.

As anomalias cromossémicas sdo a causa mais frequentemente descrita
na literatura, para explicar a etiologia das malformag¢des congénitas, ocorrendo
em até 28% dos casos de deficiéncia intelectual (DI) [1]. Adicionalmente, estima-
se que 30% das criancas com alteracbes cromossOmicas apresentam

cardiopatias congénitas (CC) [2].

As técnicas de citogenética classica permitem a identificacdo de
alteracdes maiores que 5 -10 Mb. Com o advento de novas técnicas de
citogenética molecular tornou-se possivel caracterizar uma diversidade de
alteracbes submicroscépicas muito menores do que aquelas previamente
identificadas. A alteracdo pode modificar o nimero de coOpias de um gene, de
alguns genes ou até mesmo de grandes segmentos de um cromossomo

(duplicacéo, delecédo, inversao, translocacao, entre outros).

Alteracdes submicroscépicas com tamanhos entre 0,5 Mbp e 10 Mbp sdo
frequentemente observadas em individuos com DI e outra anomalia congénita.
Essa correlacdo é ainda mais expressiva em individuos que apresentam DI em

associagao a anomalias cardiovasculares, craniofaciais ou autismo [3].

Essas constatacbes motivaram a realizacdo desse estudo que visava
identificar a etiologia genética de cardiopatias congénita associada a deficiéncias
intelectuais. Para isso foi utilizado um fluxograma de técnicas classicas e
moleculares (cariotipo, MLPA, CMA) buscando identificar ndo s6 a eficiéncia de
cada técnica, mas também a contribuicdo especifica de cada técnica no

diagnéstico de rotina de pacientes com cardiopatia associada a DI.

Assim € importante, no contexto desta dissertagdo, expor o entendimento

mais atual tanto sobre a DI, quanto as cardiopatias congénitas.
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1.2 CARDIOPATIAS CONGENITAS

O termo Cardiopatia Congénita (CC) é utilizado nesse estudo conforme
descrito por Stevenson e colaboradores (1991), para fornecer um panorama
dos diferentes defeitos estruturais do coracdo. O termo compreende 0s
defeitos intra-cardiacos, tais como 0s ocorridos nas camaras atriais,
ventriculares e em suas septacdes, defeitos nas valvas semilunar e
atrioventricular, e ainda alguns defeitos extra-cardiacos que sejam
embriologicamente relacionados com as estruturas cardiacas. Portanto, além
dos ja citados, estdo abarcados no termo Cardiopatias Congénitas os defeitos

conotruncais, e os defeitos nas veias e artérias sistémicas e pulmonares [4].

Na tentativa de focar melhor o campo de estudo nas malformacdes das
estruturas cardiacas, foram excluidas desse estudo as cardiomiopatias, 0s

distUrbios de ritmo e a hipertensdo pulmonar primaria.

Defeitos cardiacos sdo a causa mais comum de morte por defeito
congénito, com prevaléncia estimada de 8 a cada 1000 nascimentos [5]. A
introducéo de politicas publicas de saude relacionadas ao cuidado pré-natal e
neonatal, a realizacdo de imediata avaliacdo das condi¢des respiratorias,
cardiocirculatérias e de malformacfes aparentes no neonato ainda na sala de
parto facilitam a deteccdo de indicios de cardiopatia e permitem que as
anomalias cardiovasculares sejam identificadas, acompanhadas e tratadas de
forma precoce e intensiva. Tais medidas permitem o acompanhamento da
morbidade relacionada a malformac¢Bes do sistema circulatério, e aliadas ao
avanco das tecnologias de diagndstico por imagem e das alternativas de
tratamento tém melhorado o progndéstico, e levado a reducao da mortalidade a
elas relacionada. Estima-se que 75% das criancas portadoras de cardiopatias
poderéo viver até a idade adulta e levar uma vida produtiva [6].

Entretanto, nossa compreensdao das bases genéticas das CCs
permanece limitada, dado que a diversidade de defeitos cardiacos existentes
ndo sao manifestacbes variaveis de uma uUnica anormalidade durante o

desenvolvimento, e sim uma colegcdo etiologicamente heterogénea de
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malformacdes, que sobrepde fatores genéticos e ambientais [5]. Os avancgos
das tecnologias de diagnostico e das politicas de atencdo a saude
contribuiram para a conscientizagdo da necessidade de identificar, além dos
fatores ambientais, 0s genes e mecanismos genéticos envolvidos em todas as
formas de doenca cardiaca congénita, seja ela isolada ou sindrémica. O
diagnoéstico genético preciso para um paciente com um defeito cardiaco
congénito gera varios beneficios, incluindo a capacidade de fornecer
aconselhamento sobre prognoéstico, a causalidade e o risco de recorréncia
para os pacientes e seus familiares [5]. Para adequada compreensao das
cardiopatias congénitas e o estudo de sua etiologia, 0 primeiro passo € a
compreensdo das estruturas e dos mecanismos envolvidos no

desenvolvimento do coracgéo.

Embriologia do Coracao

Compreender o desenvolvimento cardiaco € essencial para a
compreensao das diversas cardiopatias congénitas existentes, observando
especialmente os mecanismos que levam a formacdo dos campos cardiacos
embrionarios, as estruturas que posteriormente serdo formadas a partir
desses campos, 0s mecanismos de remodelagem do 6rgdo, de septacdo das

camaras cardiacas e as altera¢cGes na circulacdo fetal ao nascimento [7].

As etapas primordiais para a formacg&o do coracao estdo apresentadas

na Figura 1 e compreendem:

A) a formacéo do crescente cardiaco primario em formato de ferradura,
com a promocao da especificacdo precoce das células progenitoras em
mesoderma cardiogénico (Figura 1-A);

B) a formagdo dos corddes angioblasticos no crescente cardiaco
primério, levando a formacdo de dois tubos endocardicos nas laterais do
embrido. A partir do dobramento do embrido os dois tubos endocéardicos se

unem em um tubo Unico, denominado tubo cardiaco primitivo (Figura 1-B);
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C) a elongacéo e dobramento do tubo cardiaco primitivo que promove
uma divisdo prévia desse tubo em cémaras cardiacas primitivas,
reorganizadas a partir da expansdo das camaras cardiacas primordiais até

alcancarem a posicao espacial definitiva (Figura 1-B);

D) a septacdo das camaras cardiacas e génese das valvas que
finalizam a formacdo de um coracdo com quatro camaras delimitadas e que
permite o fluxo sanguineo paralelo, compondo a circulacdo sistémica e a
pulmonar (Figura 1-D) [8-10].
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Figura 1. Etapas da morfogénese cardiaca, ilustrando a formacao do tubo cardiaco primario
a partir do campo cardiaco primario, o dobramento do tubo cardiaco que resulta na
formagdo das camaras cardiacas primitivas (A e B) , a contribuicdo de outras populacdes
celulares para a formacao de estruturas especificas (C) e a camaras cardiacas formadas a
partir da septacdo. TS: trato de saida, VE: ventriculo esquerdo, VD: ventriculo direito, AE:
atrio esquerdo, AD: étrio direito, AO: artéria aorta, AA: arco aértico, TP: tronco pulmonar,
SIV: septo interventricular. Marcadores de posi¢cdo do embrido- Cr: cranial, Ca: caudal, D:

direito, E: esquerdo, Do: dorsal, Ve: ventral. Adaptado de [11].

Estudos recentes trouxeram uma nova compreensao do mecanismo
de formacéo do coracgéo, elucidando a participacdo de populagdes de células
especificas na formacéo cardiaca. E importante compreender a contribuicéo

das células da crista neural, do pro-epicardico e das células provenientes do
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campo cardiaco secundario (Figura 1-C) na génese cardiaca e a relacao

entre o genotipo dessas e as cardiopatias [7].

Compreende-se atualmente que o chamado Campo Cardiaco
Primario ndo € a unica origem das células cardiogénicas e que outras
células precursoras também sdo recrutadas da porcdo do mesoderme
adjacente ao crescente cardiaco, o chamado Campo Cardiaco Secundario.
Sao recrutadas células tanto da porcao cranial quando da caudal do Campo
Cardiaco Secundario (Figura 2), todas participam concomitantemente da

elongacao do tubo cardiaco [9].

\\ (Cranial)

: Campo
Cardiaco
Secundario
(Caudal)

!

Vias de
Saida

Arco Faringeo A
Tubo Cardiaco
Primario \ Atrio

Primitivo

B C D

Figura 2. Posicdo e contribuicdo do Campo Cardiaco Secundéario. (A) Localizacdo do
Campo Cardiaco Secundario (em rosa claro), que posteriormente se divide (B) em uma
porcao cranial, que participa da elongacéo do tubo cardiaco primario em sua porgao arterial,
e outra caudal, que participa da formacéo do seio venoso (C). (D) vista ventral mostrando a
participagdo dos Campos Cardiacos Primario (em vermelho) e Secundario (em rosa claro)
no coracdo em formac&o. AD: Atrio Direito; AE: Atrio Esquerdo; VD: Ventriculo direito; VE:

Ventriculo Esquerdo; VS: Vias de Saida do coragdo. Adaptado de [8].

Boa parte das células do campo cardiaco secundario migra
inicialmente para a regiao de desenvolvimento dos arcos faringeos e adentra
o0 coracdo em desenvolvimento apds o dobramento do tubo cardiaco
primordial, permanecendo nas vias de entrada e saida do coracdo, onde se
diferenciam em células musculares, ou chegando as camaras internas onde

passam a fazer parte do endotélio ou miocardio. A elucidacdo dos
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mecanismos de diferenciacdo das células do campo cardiaco secundario
ampliou a compreensdo de defeitos cardiacos especificos: os defeitos
conotruncais frequentemente associados a malformacdes dos arcos
faringeos , malformacbes cardiacas especificas do lado direito como
ventriculo direito hipoplasico, anomalia de Ebstein, e algumas formas de

displasia arritmogénica do ventriculo direito [12].

As células da crista neural participam da formacdo do sistema
nervoso periférico e do aparelho faringeo. No coracéo, essas células estédo
envolvidas na septacdo das vias de saida do 6rgado, formando uma massa

central de mesénquima que leva a fusdo dos coxins endocardicos [8].

Desse modo, as células da crista neural podem explicar a associacao
entre 0s defeitos craniofaciais e as cardiopatias congénitas, presentes

concomitantemente em diversas sindromes [6].

Novos direcionamentos no estudo das cardiopatias congénitas

A busca da correlacéo entre fenétipo e gendtipo deve levar em conta a
heterogeneidade das cardiopatias congénitas. Uma Unica alteracao
genética tem potencial para impactar um conjunto diverso de moléculas e
vias que orquestram 0 desenvolvimento cardiovascular
[7].Consequentemente, uma mesma alteracdo € capaz de dar origem a
diversos fendtipos, uma vez que um grupo de fendtipos anatomicamente

heterogéneo pode ter uma mesma origem embrioldgica [7].

Inversamente, um mesmo fendétipo de cardiopatia pode ter origem em
diversos mecanismos embrioldgicos, sob a influéncia de diversos genes [6].
Isso justifica a ocorréncia de uma mesma cardiopatia decorrente de
alteracdes distintas, em genes diferentes e envolvendo outros mecanismos

embrioldgicos (Figura 3) [7].
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Figura 3. Resumo do conceito “ uma cardiopatia- diversos mecanismos- diversos genes”, segundo o
qual a cardiopatia Tronco Arterial Comum (CAT) pode ser resultado de defeitos de proliferacdo das
células do Campo Cardiaco Secundario e/ou das células da crista neural e/ou das células do
miocérdio e/ou das células do endocéardio. Do mesmo modo, alteracdo de um mesmo mecanismo
(elongacédo, septacdo, alinhamento) pode dar origem a um amplo espectro de cardiopatias como
Tetralogia de Fallot (TOF) Tetralogia de Fallot e Atresia Pulmonar(TOF&PA), Interrupcdo do Arco
Adrtico (IAA), Defeito de Septacdo Ventricular (VSD), Dupla Via de Saida do Ventriculo Direito

(DORV) ou Transposi¢do de Grandes Artérias (TGA). *Adaptado de[5].

1.2.3 Etiologia das cardiopatias congénitas

A investigagdo etiolégica das cardiopatias congénitas deve levar em
conta diversos aspectos. O estudo de cada caso deve ser capaz de analisar
o historico familiar do paciente, buscando outras ocorréncias familiares de
alteracdes relacionadas. Deve conter um estudo clinico observador, focando
ndo somente nas alteracbes cardioldgicas, mas também em outras

malformagbes que direcionem para uma caracterizacdo de cardiopatia
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sindrdbmica ou isolada. E deve observar a histdria clinica do paciente,
atentando para agentes infecciosos e substancias teratogénicas que podem

ter causado o quadro [6].

Causas néo genéticas: Fatores ambientais relacionados as cardiopatias

congénitas

Diversas causas ndo-genéticas tém sido identificadas ao longo dos
anos como causadoras de alteracdes cardiogénicas. A infeccdo materna por
rubéola é possivelmente um dos primeiros fatores ambientais relacionados
as cardiopatias congénitas. A exposicdo materna a medicamentos como a
talidomida (sedativo), trimetadiona (anticonvulsivante), e até mesmo a
exposicdo ambiental a diferentes agentes teratogénicos como a dioxina,
bifenilas policloradas e diversos pesticidas tém sido relacionadas ao risco

aumentado de desenvolvimento de defeito cardiaco no feto [5] .

Apesar de um numero cada vez maior de substancias relacionadas a
cardiopatias, as causas ambientais de maior importancia sdo a ocorréncia de
diabetes materna e o uso de drogas, especialmente alcool. A importancia
desses fatores externos se da por sua alta incidéncia clinica, pela elevada
possibilidade de identificacdo desses fatores no pré-natal, e pela importancia
de excluir ou minimizar esses fatores em uma proxima gravidez [6] .Portanto,
€ essencial a investigacdo da exposicdo a fatores ambientais em genética
clinica para, em paralelo com o diagnostico genético, fornecer calculos de

recorréncia e aconselhamentos genéticos mais precisos.

Causas genéticas: Ocorréncias nao-sindrémicas de cardiopatias

As alteragbes no numero de coépias (CNVs) estdo associadas a
ocorréncia de CC em 5 a 10% dos casos. A identificacdo dessas alteracdes
€ essencial para ampliar o entendimento da relacdo gendtipo-fendtipo,

corroborando a importancia de genes ja descritos em casos sindrémicos e
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oportunizando a identificacdo de novos genes causais [2,6]. A Tabela 1
detalha as CNVs descritas para casos ndo sindrébmicos que envolvem
cardiopatias congénitas.
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TAMANHO i NUMERO DE CASOS

LOCUS TIPO DE CNV GENES CANDIDATOS FENOTIPO
(KB) DESCRITOS
PRKAB2, FM05, CHD1L, BCLS9,
Delecoes, TOF, AS, Coa, PA,
1g21.1 418-3,981 _ ACP6, GJA5, CD160, PDZK1, 21
Duplicacdes VSD
NBPF11, FMO5, GJA8

3p25.1 175-12,380 Duplicacdes RAF J, TMEM40 TOF 3
3022.1- T —— Delecoes, FOXL2, NPHP3,FAM62C, CEP70, DORYV, TAPVR, .
3026.1 Duplicacdes FAIM, PIK3CB, FOXL2, BPESC1 AVSD
4¢922.1 45 Duplicacdes PPM1K TOF 2
5914.1- L EDIL3, VCAN, SSBP2,

4,937-5454 Duplicacoes TOF 2
q14.3 TMEM167A

. CNOT6, GFPT2, FLT4, ZNF879,
5035.3 264-1777 Duplicacdes TOF 4
ZNF345C, ADAMTS2, NSD1
70911.23 330-348 Duplicacdes FKBP6 HLH, Ebstein’s 2
Delecoes, GATA4, NEIL2, FDFT1, CSTB,SOX7 AVSD, VSD, TOF,
8p23.1 67-12,000 _ 10
Duplicacdes ASD, BAV

9934.3 190-263 Delec¢bes NOTCH1, EHMT1 TOF, CoA, HLH 3
11p15.5 256-271 Duplicacdes HRAS DILV, AS 2




13q14.11

15q11.2

16p13.11

18q11.1—

18q11.2

19p13.3

Xp22.2

555-1430

238-2,285

1414-2903

308-6118

52-805

509-615

Duplicacdes

Delecbes

Duplicacoes

Duplicacdes

Delecoes,

duplicacdes

Duplicacdes

TNFSF11

TUBGCPS5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1

MYH11

GATAG

MIER2, CNN2, FSTL3,
PTBP1,WDR18, GNA11, S1PR4

MID1

TOF, TAPVR, VSD,
BAV

CoA, ASD, VSD,
TAPVD

HLH

VSD

TOF

TOF, AVSD

12

2
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Tabela 1. CNVs e genes candidatos descritos em casos de cardiopatias congénitas nao sindrbmicas. AS: estenose da Aorta, ASD: Defeito de

septacgédo atrial, AVSD: defeito de septacao atrioventricular, CoA: coactacdo de aorta, HLH: hipoplasia do coragdo esquerdo, PA: atresia de
artéria pulmonar, TOF: tetralogia de Fallot, VSD: defeito de septacdo ventricular, DILV: dilatagdo ventricular, DORV: dupla via de saida do

ventriculo direito, BAV: valva adrtica bicuspide, TAPVR: retorno venoso pulmonar anémalo total. (Modificado de [2,6].
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1.2.6 Causas genéticas: Ocorréncias sindromicas de cardiopatias

Frente a variedade de genes que coordenam a formacé&o do coracéo e
os diversos mecanismos que concomitantemente orientam o desenvolvimento
global do embrido, é razoavel imaginar que alteracdes que interferem nessa
complexa organizacdo podem ocasionar multiplas malformagées. Do ponto de
vista da genética clinica, € essencial avaliar se a CC é uma ocorréncia isolada
ou se esta associada a outras caracteristicas de modo a compor uma

sindrome (Rimoin et al., 2005).

Algumas sindromes apresentam caracteristicas especificas, atipicas e
facilmente reconheciveis, outras podem ser de caracterizagdo mais complexa,
podendo por exemplo apresentar manifestacées fenotipicas variaveis. A partir
da analise do histérico familiar, da histéria clinica e de uma avaliacdo clinica
acurada do paciente € possivel caracterizar a cardiopatia como parte de um
quadro sindrdmico observando a ocorréncia de outras caracteristicas. E
importante considerar ainda a expressao das caracteristicas sindrémicas em
relacdo a idade dos pacientes: os mais jovens podem nao ter manifestado
completamente as caracteristicas descritas para a sindrome; para pacientes
mais velhos, deve-se sempre considerar o diagnéstico diferencial com outras
sindromes antes de caracterizar a cardiopatia estudada como isolada (Rimoin
et al., 2005). E interessante notar nas principais sindromes que envolvem as

CC a ocorréncia concomitante de fenétipos de DI ou de ADNPM (Tabela 2).
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5 " Frequéncia CC mais - :
Sindrome Alteracdo genética DI Sinais e sintomas
de CC comuns
. Facies tipica, perda auditiva, anomalias orofaciais,
Delecéo . .
o Delecdo em 1p36 Moderada 43-70% PDA, CMP microcefalia
p
Microcefalia, facies tipica, hipertelorismo, epicanto,
. i VSD, PDA, ASD, _ . ~ .
Cri-du-chat Delecdo em 5p15.2 Grave 10-55% TOF hipotonia, implantacdo baixa de orelhas,
malformagdes de laringe
Williams- SVAS, PS, AS, Hipercalcemia infantil, face “élfica”, personalidade
Delecéo 7q11.23 ADNPM 80-100% i ) i
Beuren AV/MVD sociavel, anomalias renais
Craniossinostose, facies tipica, estrabismo,
Jacobsen Dele¢do em 11923 ADNPM >50% HLH, LVOT campodactilia bilateral, trombocitopenia autoimune
Microcefalia, microftalmia, holoprosencefalia, defeitos
_ _ ASD, VSD, PDA, . .
Patau Trissomia do 13 Grave 80-100% HLH no couro cabeludo, fenda labial e/ou palatina,
polidactilia, onfalocele, anomalias geniturinarias.
ASD, VSD, PDA, o ) _ ) o »
] ) Polihidramnios, hipertonia, hérnia diafragmatica,
Edwards Trissomia do 18 Grave 90-100% TOF, DORYV, i} .
onfalocele, pé torto congénito.
CoA, BAV
) ) ASD, VSD, Hipotonia, epicanto, macroglossia, perda auditiva
Down Trissomia do 21 Moderada 40-50% ) o
AVSD, TOF condutiva, prega palmar Unica.
Delecs Variavel, especialmente IAA tipo B, AAA, Baixa implantacéo de orelhas, hipoplasia de timo e
elecdo
- 1(;1 ) Delecéo em 22g11.2 dificuldades de 75% Tronco arterioso, paratireoide, imunodeficiéncia, hipocalcemia,
qll. . . :
aprendizagem e fala TOF, TA, VSD anomalias renais.
Olho de Inversao/duplicacéo Leve, Limitrofe >50% TAPVR, TOF

Coloboma de iris, apéndices auriculares, anomalias
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gato em 22911 renais, atresia anal.
Baixa estatura, pescoco alado, linfoedema, aumento
. CoA, BAV, AS, o . o
. Dificuldades de da distancia intermamilar com mamilos hipoplasicos,
Turner Monossomia do X ) 20-50% HLH, PAPVD o 5 . .
aprendizagem ASD baixa implantacéo de cabelos na nuca, disgenesia
sem

gonadal, amenorréia primaria.
PDA, ASD, PVM
Klinefelter 47 XXY Variavel 50% (prolapso de

valva mitral)

Alta estatura, testiculos hipoplasicos, puberdade

tardia.

Tabela 2. Ocorréncias sindrémicas de DI/ADNPM e cardiopatias congénitas.* AAA: anomalias do arco aértico, AS: estenose da Aorta, ASD:
Defeito de septacdo atrial, AVSD: defeito de septacdo atrioventricular, CoA: coactacéo de aorta, HLH: hipoplasia do coracdo esquerdo, PDA:
ducto arterioso patente, PS: estenose pulmonar, PTA: persisténcia do canal arterial, TA: atresia de valva tricuspide, TOF: tetralogia de Fallot,
VSD: defeito de septagéo ventricular, DORV: dupla via de saida do ventriculo direito, BAV: valva adrtica bicuspide, IAA: interrupgéo do arco
aortico, PAPVD sem ASD: drenagem venosa pulmonar anémala parcial sem defeito de septacao atrial, TAPVR: retorno venoso pulmonar
andmalo total, PVM: prolapso de valva mitral, AV/MVD: defeitos no canal atriventricular e valva mitral, LVOT: obstrucdo da via de saida do

ventriculo esquerdo, CMP: cardiomiopatias. Adaptado de [13]
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1.3 A DEFICIENCIA INTELECTUAL

A deficiéncia intelectual (DI) € causa frequente nos encaminhamentos
dos servicos de genética médica e é também o tipo mais comum de
deficiéncia de desenvolvimento, afetando de 1-3% da populagdo mundial. A
DI tem sido descrita historicamente através do uso de diversos termos como
retardo mental, deficiéncia mental, dificuldade de aprendizagem, retardo de
desenvolvimento, entre outros [14]. A terminologia atual, deficiéncia
intelectual, permite inicialmente a descricio do sintoma  como um
impedimento, uma limitacédo; eliminando a légica nociva de anormalidade ou
incapacidade. Além disso, o termo intelectual enfatiza o entendimento dessa
como pertencente ao intelecto em si, fazendo uma importante distingdo com
as doencgas mentais, eliminando uma confuséo que perdurou por séculos [13].

A Deficiéncia Intelectual (DI) pode ser definida como um prejuizo da
capacidade cognitiva e de comportamentos adaptativos manifestados antes
dos 18 anos de idade [15].

As funcionalidades intelectuais ou comportamentos adaptativos
abrangem as seguintes capacidades mentais: comunicacdo, cuidados
pessoais, rotinas domeésticas, acesso Comunitario, auto-governanca, saude e
seguranca pessoal, habilidades académicas funcionais, atividades de lazer e
trabalho [16].

A capacidade intelectual € usualmente avaliada a partir de testes de
guociente intelectual, conhecidos como teste de Ql, em que valores a baixo
de 75 indicam comprometimento intelectual. E usual ainda a aplicacdo de
testes que avaliam o desempenho em cada um dos comportamentos
adaptativos, sendo o déficit em dois ou mais comportamentos adaptativos
interpretado como DI [17].

Os primeiros sinais de DI podem ser identificados precocemente na
infancia, através da observacdo dos atrasos no alcance de marcos do
desenvolvimento neuropsicomotor até os 2 anos de idade, como exibicao de

reflexos motores e orais, desenvolvimento paulatino de diversos movimentos
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como erguer a cabeca, sentar-se, levanta-se, caminhar, falar, entre outros
[18].

Em casos de suspeita de DI em menores de 5 anos, utiliza-se o termo
atraso global do desenvolvimento ou atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor (ADNPM). A observacao dos marcos de desenvolvimento &
importante para prever o curso clinico do paciente e possibilitar precocemente
opc¢Oes mais eficazes de tratamento e acompanhamento.

A busca pelo diagnostico cada vez mais precoce € essencial para o
acompanhamento adequado do paciente e também para assimilacdo da
condicdo pelos familiares, pois permite a previsdo dos comportamentos e
habilidades que o paciente podera ou ndo adquirir ao longo da vida, e a busca

por mais informacéo, servi¢cos e suporte para o paciente e a familia [18].

1.3.1 Etiologia genética das Dls

A identificacdo das causas genéticas da DI, é essencial para o
prognostico, o0 manejo e o aconselhamento genético [1]. Estima-se que 25-
35% dos casos de DI sejam causados por fatores genéticos, porém devido a
complexidade e heterogeneidade fenotipica o estabelecimento de relacdes
gendtipo-fenétipo é especialmente complexo (Moeschler, 2010).

Além de alteracdes cromossémicas, mutacdes em mais de 450 genes
ja foram identificadas como causadoras de DI. Esse numero sugere a
ocorréncia de uma diversidade de mecanismos como alteracdo de vias
metabdlicas, anomalias celulares, anormalidades proteicas levando a
fenétipos de DI. Essa heterogeneidade genética, aliada a heterogeneidade
clinica explica a dificuldade de identificacdo de causa das Dls, frequente em
todos os estudos da area (Moeschler, 2010). Adicionalmente, quadros de DI
ocorrem junto a um conjunto de fenétipos compondo sindromes distintas.

Outras causas importantes das DIs sado anomalias estruturais do
cérebro (7-17% dos casos), causas ambientais ou teratogénicas (5-13%),
padrbes reconheciveis de malformacdes (até 7%), doengcas metabdlicas ou

endocrinas (1-5%). Entretanto, boa parte dos casos investigados (30-50%)
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permanece com causa desconhecida, o que ressalta a complexidade
etiologica das DIs [1].

Para o enfrentamento dessa diversidade e complexidade, deve-se
aproveitar o aumento da disponibilidade de exames de alta tecnologia, que s6
atingem seu maximo potencial quando aliados a uma avaliacdo clinica
profunda (Moeschler, 2010). E imprescindivel a analise do histérico médico do
paciente, incluindo detalhes pré-natais e referentes ao parto; a historia familiar
a partir do estudo de trés ou mais geracOes; a avaliacao fisica, com especial
atencdo para busca de dismorfologias e malformacbes; além de uma
avaliacdo neurologica e comportamental para a busca de comportamentos e

padrdes sindromicos conhecidos [3].

1.3.2 Alteragdes cromossdmicas como causas de DI

As alteracdes cromossdmicas relacionadas as DIs podem decorrer de
duplicacdo, delecdo ou rearranjo (translocacdes, inversées) do DNA. Elas
podem ocorrer em grande escala, envolvendo multiplos genes, parte ou a
totalidade de um cromossomo; ou em microescala, envolvendo um ou poucos
genes.

O alto numero de ocorréncias de DI associadas a outros fendtipos
direciona o diagndéstico genético inicialmente para a analise cromossOmica.
Para o estudo das alteragbes cromossOmicas em grande escala, vém sendo
utiizadas ha décadas no campo da genética médica as técnicas de
citogenética convencional, capazes de identificar alteracbes em numero ou
estrutura cromossOmica até o limite de tamanho de 5-10 Mb. A introduc¢éo de
técnicas de diagnostico genético molecular, através da utilizacdo de sondas
moleculares para sequéncias especificas do DNA permitiu o avan¢co do
diagnostico e a identificagdo de regibes muito menores, chamadas de
submicroscopicas, implicadas na etiologia das Dls. O desenvolvimento e
aplicacdo de técnicas cada vez mais sensiveis, em especial a FISH (do
inglés, Fluorescence In Situ Hybridization) em suas diversas variacbes e

diferentes técnicas de sequenciamento, permitiu a caracterizacao de diversas
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regides genbmicas e a associacdo dessas a diferentes alteracdes e
sindromes genéticas. O amadurecimento dos estudos em genética clinica
trouxe o entendimento de que a variagdo do numero de copias (CNV- do
inglés, Copy Number Variation) de determinados genes levavam as
alteracdes fenotipicas patogénicas.

O desenvolvimento das técnicas moleculares cada vez mais
detalhadas, em especial, a analise cromossémica por microarrays (CMA, do
inglés Chromosomal Microarrays) permite a identificacdo de CNVs através de
buscas por todo o genoma, capaz de identificar macro e micro alteracées
importantes [19]. O uso mais difundido dessas técnicas e o desenvolvimento
de técnicas mais acessiveis e praticas como o MLPA (do inglés, Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification), tem permitido tanto o
desenvolvimento académico quanto o acesso da populacdo as novas
tecnologias de promoc¢éo do diagndstico clinico, revolucionando o estudo em
genética médica [3].

O estudo das variacbes do numero de coOpias tem sido utilizado
especialmente na investigacdo de patogenias muito heterogéneas como é o
caso das Dls. Diversas microdelecbes e microduplicacbes tém sido
caracterizadas ao longo do genoma relacionadas a diferentes niveis de DI
associada a outros fenétipos. E bem caracterizado que CNVs maiores estéo
relacionados a fendtipos mais severos, enquanto a haploinsuficiéncia génica
€ mais frequentemente associada a fendtipos relacionados ao

desenvolvimento [20].
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1.4 TECNICAS DE DIAGNOSTICO GENETICO

1.4.1 Exame de cariotipo

O exame de caribtipo consiste na analise dos cromossomos,
visualizados em células em divisdo. Esse exame permite a identificacdo de
aneuploidias (alteracdes cromossémicas numéricas, COmo as monossomias e
trissomias), grandes alteracdes estruturais (entre 5-10Mb) e mixoploidias
(ocorréncia de linhagens celulares geneticamente diferentes, decorrentes de

mosaicismo ou quimerismo) [20].

O método menos invasivo e mais utilizado para analise cromossdémica
constitutiva requer a obtencéo de células interfasicas do sangue periférico e
da posterior inducdo da divisdo em meio de cultura. Os linfécitos T presentes
no sangue entram em divisdo facilmente em cultura de células em suspensao

em que se adiciona lectinas, sendo a mais utilizada a fitohemaglutinina [20].

Entre 48 e 72 horas, afitohemaglutinina alcanca os picos 6timos de
inducdo da divisdo celular, promovendo a divisdo em um numero maior de
células em suspenséao. A propor¢cao de células em divisdo é mantida através
da utilizacdo de inibidores do fuso mitético que mantém as células que
atingem a fase M do ciclo celular paradas em metéafase [20].

Outra etapa essencial para a obtencdo de cromossomos de qualidade é
utilizacdo de solucdo hipotbnica para promover o inchaco das células,
facilitando a separagdo dos cromossomos e melhorando a visualizagdo das

células apds a fixacdo e preparo de laminas para microscopia [21].

A técnica de bandamento padrdo para analise cromossGmica € o
bandamento GTG, que consiste em diferenciacdo das bandas de eucromatina
e heterocromatina a partir da digestdo controlada dos cromossomos com
tripsina, seguida por coloracdo com Giemsa. Esse bandamento permite a
visualizacdo de bandas claras e escuras que permitem a identificacdo dos

cromossomos e a observacéo de possiveis alteracdes estruturais [21].

A analise da estrutura dos cromossomos a partir da forma e do padréo

especifico de bandas, sendo indicada a analise a partir da visualizacdo de
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cromossomos que apresentem no minimo 300 bandas por lote haploide. Os
resultados devem ser liberados segundo a nomenclatura internacional

atualizada [22].

1.4.2 Exame de MLPA

A técnica de MLPA, através da hibridacdo de sondas especificas e
amplificacdo por PCR, permite a identificacdo do niumero de copias de uma
dada sequéncia de DNA. Cada sonda tem como alvo uma regido especifica
do DNA e é formada por dois segmentos complementares a sequéncia alvo
(Figura 4). O primeiro segmento é um oligonucleotideo curto (50-60 pares de
bases) que contém uma sequéncia iniciadora ou primer especifico para a
reacdo de MLPA. O outro segmento é um oligonucleotideo mais longo (60-
450 pares de bases) que carrega uma sequéncia coringa com tamanho
especifico para cada uma das regifes estudadas (Figura 4.1 e 4.2). E a partir
de cada uma dessas sequéncias coringas que as sondas poderao, ao final do
experimento, ser separadas e correlacionadas com as regides

cromossOmicas investigadas.



37

Oligonucleotideo Curto Oligonucleotideo longo

Iniciador Y
Iniciador X \ Sequéncia Coringa
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Figura 4. Sequéncia de realiza¢cdo da técnica de MLPA. Apés a denaturacdo do DNA, as duas
partes das sondas hibridam em suas regido alvo. Os fragmentos de sonda hibridados séo
entdo unidos pela enzima ligase, formando uma sonda completa, de tamanho especifico para
cada regido alvo. As sondas completas de diferentes tamanhos s&o amplificadas por PCR e
posteriormente quantificadas por eletroferograma. Adaptado dos manuais de utilizacdo da
MRC-Holland.

Inicialmente, os fragmentos livres de cada sonda devem ser hibridadas
ao DNA e em seguida os fragmentos serdo unidos por uma ligase (Figura
4.3). Ap0s uma nova desnaturacdo, as sondas completas (formadas apos a
acao da ligase, pela unidao dos fragmentos complementares) devem ser

amplificadas por PCR (Figura 4.4). A reacdo de PCR é realizada a partir da
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sequéncia iniciadora presente em todas as sondas, 0 que torna a reacao mais
homogénea e padronizada, facilitando a analise posterior. Os fragmentos

formados e amplificados e genotipados.

A andlise dos resultados do eletroferograma, cada um dos picos
corresponde ao produto da amplificagdo por PCR de uma sonda especifica
(Figura 4.5). O eletroferograma de cada amostra € comparado a uma amostra
controle. A diferenca entre a area sob os picos da amostra e do controle

indica a mudanca no numero de copias de cada sonda especifica (Figura 5).
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Figura 5. Eletroferograma ilustrativo do kit P250. Cada um dos picos representa a
qguantificacdo das diferentes sondas amplificadas. A amostra representa um controle com
ndmero de cépias normal para todas as sondas. Em uma amostra com dele¢do, os picos das
regibes deletadas devem apresentar picos menores do que os identificados nesse controle.

Adaptado dos manuais de utilizagdo da MRC-Holland.
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1.4.3 Analise cromossémica por microarray (CMA)

A andlise cromossdmica por microarray permite a identificacdo de
microdeleces e microduplicacdes de 10 a 100 vezes menores que as identificaveis
através da analise por microscopia 6ptica. Além disso, permite a avaliagdo de todo o
genoma do individuo através da utilizagcdo de um conjunto de sondas - fragmentos
selecionados e cujo alvo de hibridizacdo tem a sua localizacdo conhecida -
organizadas em um chip de DNA. As sondas presentes no chip interagem de forma
locus-especifica com a amostra, permitindo a realizacdo de buscas pangenémicas

por CNVs nas sequéncias-alvo avaliadas.

Plataformas de andlise de CMA mais modernas detectam ainda polimorfismos
de nucleotideo unico (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism) identificando
as quatro variantes possiveis (A, C, T ou G) na sequéncia contendo o SNP. O
acréscimo de sondas de SNP torna a analise po CMA ainda mais completa por
permitir a identificacdo de regides de homozigose no genoma, a identificacdo de
mosaicismos e de casos de dissomia uniparental (UPD, do inglés Uniparental

Dissomy) [23].

1.4.4 Interpretacédo das variagbes no numero de cépias

A variacdo no numero de copias é uma forma de variabilidade genética em
que determinada regido gendmica apresenta numero de cdpias maior ou menor
podendo ocorrer na forma de delegdes, inser¢des ou duplicagbes que podem ou nao
ser transmitidas para outras geracdes. Utiliza-se p termo CNV (do inglés, Copy
Number Variation) para descrever os segmentos de DNA com tamanho maior ou
igual a 1kb e que apresenta variacdo no numero de cOpias quando comparado com
um ou mais genomas de referéncia. Os CNVs néo sdo necessariamente patogénicos
e podem influenciar a predisposicdo de mudancas genéticas adaptativas ou

deletérias compondo, portanto, um importante mecanismo evolutivo [24].
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Para a interpretacdo dos CNVs é essencial a comparacdo das variagdes com
bancos de dados genémicos como UCSC Genome Browser, ENSEMBL, DECIPHER
e DGV (do inglés, Database of Genomic Variation, disponivel em
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home) [25]. Destaca-se a importancia do DGV que agrega
a descricao de milhares de variacfes estruturais presentes em individuos controle de
diversas popula¢cdes do mundo, auxiliando na identificagcdo de CNVs benignas. Em
paralelo o DECIPHER (do inglés, Data base of Chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans using Ensembl Resources, disponivel em
https://decipher.sanger.ac.uk/) reine dados de CNVs encontrados em individuos
estudados em todo o mundo e os relaciona com os fenétipos desses individuos,
ajudando na classificacdo de variacdes com potencial patogénico. Outro banco de
dados importante € o OMIM ( do inglés, Online Mendelian Inheritance in Man
database, disponivel em http://www.omim.org/), que detalha os genes humanos ja
descritos e os fendtipos a eles relacionados, destacando inclusive 0s genes

conhecidamente morbidos [25].

A utilizacdo dos bancos de dados permite uma compreensdo rapida do
potencial benigno ou patogénico do CNV encontrado, entretanto essa classificacao

requer a observacao de critérios gerais que estdo detalhados na Tabela 3.

INDICAM QUE O CNV E

ACHADOS E CRITERIOS OBSERVADOS NO POTENCIALMENTE:
CNV
Patogénico Benigno
Delegéo X
Delecdo em homozigose X
Duplicacdo X
Amplificac@o (ganho de mais de uma cépia) X
Rico em genes X
Poucos genes X
Contém genes OMIN mérbidos X
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Envolve apenas elementos regulatorios X

Presente em bases de dados de individuos X

saudaveis (por exemplo, DGV)

Presente em bases de dados de individuos X
alterados (por exemplo, DECIPHER)

Em regido ja relacionada a uma sindrome X

Presente em parente alterado X
Presente em parente saudavel X
Herdado de um genitor saudavel X

Herdado de um dos genitores de forma X

expandida ou alterada

Tabela 3. Critérios gerais de investigacdo da patogenicidade dos CNVs. Para a validagdo dos
achados cada um dos critérios deve ser aprofundado analisando os diversos bancos de dados
disponiveis, casos descritos na literatura e especificidades do caso estudado. Adaptado de [26].

Apos a avaliacdo dos critérios gerais e do detalhamento de cada caso as
CNVs podem ser consideradas benignas, que abarca as variacbes benignas
descritas em individuos controle e as variacdes polimoérficas presentes em
aproximadamente 1% da populacdo geral. As CNVs patogénicas podem ser
subclassificados em: CNVs patogénicas causais, em que a alteracdo identificada
tem clara correlacdo com o fen6tipo do paciente ou a suspeita clinica (por exemplo,
delecdo 5pl15.2 em paciente com suspeita de Sindrome de Cri-du-chat- OMIM
123450); CNVs patogénicas imprevistas, em que a alteracdo, apesar de ser
patogénica, ndo explica o quadro do paciente; CNVs patogénicas loci susceptiveis,
para variag0es relacionadas a desordens com ampla heterogeneidade ou

expressividade variavel [25].

As CNVs também podem ser descritas como Possivelmente Patogénicas, nos
casos em que é possivel identificar genes relevantes na regido da variacdo, que nao
ocorrem na populacdo em geral, mas que ainda nao estdo relacionadas a uma

sindrome ou padrdo fenotipico. Temos ainda a classificacdo da CNV como VOUS
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(do inglés, Variants Of Unknown Significance) que descreve as variagcbes em que
nao se dispde de evidencias suficientes para classifica-las como benignas ou
patogénicas [21].

2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo identificar a contribuicdo das técnicas
de cariotipo, MLPA e CMA para o diagndstico genético de pacientes com CC e Dle

outras possiveis malformacdes congénitas.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer a taxa de diagnostico de cada uma das técnicas utilizadas

2. Identificar alteracdes genéticas capazes de explicar o quadro clinico dos

pacientes estudados.
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3. METODOS

3.1 ENCAMINHAMENTO DOS PACIENTES

Os pacientes que fazem parte desse estudo foram selecionados nos anos de
2014 e 2015 nos Ambulatérios de Genética do Hospital Universitario da
Universidade de Brasilia-HUB e do Nucleo de Genética da Secretaria de Estado de
Saude do Governo do Distrito Federal-NUGEN/SES/DF. As instituicbes de saude
participantes foram convidadas a encaminhar para esse estudo pacientes que
apresentassem diagnostico de CC associada a quadro indicativo de ADNPM/DI, com
ou sem outros sinais dismorficos. Durante o atendimento, apdés anamnese, 0s
médicos geneticistas expuseram de forma acessivel, 0 mérito e objetivos do projeto.
Foram detalhados aos responsaveis legais pelos pacientes o procedimento de
retirada e do destino da amostra de sangue, e a questao do sigilo sobre a identidade
do paciente e sobre o uso de imagens. Finalmente, disponibilizaram para assinatura
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) aqueles que concordaram

em participar do estudo.

O presente estudo faz parte do projeto aprovado junto ao Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP-FM 081/2009;
25/11/09).

3.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

1) Paciente com indicacao clinica de CC associada a DI;

2) Assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) pelos pacientes/responsaveis legais;

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO:

1) Sindrome genética definida;

2) N&o concordancia em participar do estudo ou na assinatura do

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
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3.4 GRUPO AMOSTRAL

Ao todo, foram indicados 46 pacientes para participacao no estudo. Apés
a avaliacdo das indicagBes segundo os critérios de inclusdo e exclusdo do
estudo foram selecionados 20 pacientes de ambos 0s sexos portadores de
DI e portadores de cardiopatias congénitas, sem diagnostico de sindrome

genética definida.

3.5 MATERIAL BIOLOGICO:

Foram coletadas 2 amostras de sangue periférico por puncéo venosa
de cada paciente: Uma em tubo contendo Heparina, para exame de cariétipo
outra, em tubo contendo acido etileno diamina tetracético (EDTA) destinada
a extracdo de DNA para realizacdo dos exames moleculares (MLPA e/ou

microarray).

As amostras foram entdo submetidas ao exame de Caribtipo para a
exclusdo de anomalias cromossdmicas numéricas e estruturais, e ao exame
de MLPA para a andlise de alteracdes na regido 22gl1.2 associada as
sindromes do Olho de Gato, DiGeorge e Velocardiofacial. As amostras em
gue ndo foram identificadas alteracdes nos exames de Cariotipo e MLPA
foram entdo processadas para analise por microarray, sendo assim

composto o fluxograma de exames do estudo (Figura 6).
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Figura 6. Fluxograma de diagndstico do estudo. ApGs a triagem dos pacientes indicados foi estabelecido o
grupo amostral. Em respeito a indicacdo dos médicos, os pacientes retirados do grupo amostral tiveram
suas amostras avaliadas por MLPA (em vermelho).O diagnostico do grupo amostral foi processado na
ordem ilustrada. Quando o exame utilizado apresentava resultado normal, a amostra era direcionada para

0 exame diagnéstico seguinte. Ap6és a comparacao dos achados com os dados clinicos do paciente os
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resultados foram encaminhados para os médicos geneticistas encarregados da instrugcdo, aconselhamento

e encaminhamento dos pacientes/responsaveis.
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3.6 EXAME DE CARIOTIPO

3.6.1 Cultura celular

A amostra de sangue deve ser acondicionada em tubo heparinizado. A
cultura de linfocitos é realizada em frasco para cultura de células em
suspensao estéril, em meio composto por 90% meio de cultura RPMI 1640
contendo L-glutamina e 10% de soro fetal bovino. Ao meio de cultura deve ser
acrescido 60 U/mL de antibidtico (penicilina/estreptomicina) e
Fitohemaglutinina A (2%). Acrescenta-se 1mL de sangue total, e deve-se

manter incubacéo por 72 horas a 37° C para crescimento celular.

Para a aquisicdo das metafases, apos o periodo de incubacdo é
acrescentado 4.10°° M de Colchicina (que tem a func¢do de induzir a parada na
etapa de metafase das divisdes celulares presentes na cultura) mantendo-se
o material em estufa a 37° C por mais 25 minutos. Apos a centrifugacdo e
descarte do sobrenadante, deve-se realizar etapa de hipotonizagdo por
homogeneizacdo cuidadosa da amostra utilizando KCL (0,075M) a 37° C,
seguida de nova incubacdo a 37° C por 20 minutos. Apds a centrifugacéo e
descarte do sobrenadante, inicia-se a etapa de fixacao utilizando Fixador de
Carnoy | (3:1 Alcool Metilico/ Acido Acético Glacial), sendo indicada a fixag&o,

centrifugacéo e descarte de sobrenadante por quatro vezes.

Apds essa etapa, deve-se gotejar o material fixado em laminas para
microscopia. Essas devem ser envelhecidas durante 5 dias, quando foram
submetidas ao Bandamento G, banhando as laminas nas solu¢cdes de 5%
Tripsina; 10% de soro fetal bovino; 20% de meio RPMI; e 20% de solucgéo-
tampéo salina de Hank (tampdo HBSS), em seguida deve-se corar com
Giemsa (3%).

3.6.2 Analise dos Cariotipos

A analise em microscopio dos Caridtipos foi realizada no Laboratorio de
Genética Clinica da UnB e no Laboratorio de Citogenética do Nucleo de



48

Genética da SES/GDF. A analise foi realizada em banda GTG, em amostras
de 300-550 bandas por lote haploide. Para cada paciente foi realizada a
andlise estrutural detalhada de no minimo 5 metéfases e a contagem
numeérica de no minimo 20 metafases. Casos em que havia suspeita de
mosaicismo ou de alteracdo dos cromossomos sexuais tiveram sua contagem
minima ampliada para 50 metafases, buscando uma caracterizagdo mais
precisa da alteragdo. A analise e a descricdo dos cariotipos foram realizadas
conforme as indicacbes do International System for Human Cytogenetic
Nomenclature [27].

3.7 EXAMES MOLECULARES

3.7.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue
periférico preservadas em EDTA, utilizando o método Puregene — “Salting

out”.

Para a lise celular foi utilizada solucdo de lise contendo, 5mM MgCI2,
1mM EDTA pH 8,0; e 10mM Tris pH 7,5, 1mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS;
seguida de centrifugacédo a 3400 G por 10 minutos. Em seguida aplicou-se 1
mL da solugdo de precipitacdo de proteina, contendo 7,5 M de NH4 Ac.,
seguida de centrifugacdo a 3400 G por 10 minutos. Esse procedimento fez
com que as proteinas presentes no lisado celular se precipitassem, formando

um pellet.

O sobrenadante livre de proteinas foi entdo transferido para outro
eppendorf contendo 1mL de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente
varias vezes até que fosse possivel identificar a formacao do novelo de DNA.
Em seguida, centrifugou-se a amostra a 3400 G por 3 minutos para a
formacdo de pellet contendo o novelo de DNA. Apés a retirada do
sobrenadante, adicionou-se 1 ml de Etanol Absoluto. O tubo foi novamente

centrifugado a 3400 G por 3 minutos, o sobrenadante descartado, e o tubo
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contendo o DNA extraido foi deixado aberto na capela de fluxo laminar,
secando a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds a secagem, foram
aplicados 200 ul de TE 1x, e armazenou-se o DNA a -8°C.

As quantificacbes foram realizadas no espectrofotdmetro Nanovue®
(GE), obtendo-se razdo de 260/280 nm de pureza da amostra. Utilizando o
Qubit® (Life Technologies) as amostras foram quantificadas e preparadas as

diluicdes necessarias para aplicacdo de cada uma das técnicas moleculares.

3.7.2 Exame de MLPA

A técnica de MLPA foi realizada utilizando kit P250 (MRC-Holland) que
contém 29 sondas diferentes para a regido 22gll, além de sondas nas
regides 4935, 8p23, 9934, 10pl4, 17pl13 e 22913, j4 associadas as sindromes
do Olho de Gato, DiGeorge e Velocardiofacial.

As amostras foram quantificadas no espectrofotbmetro Nanovue®
(GE), obtendo-se razdo de 260/280 nm de pureza e concentracdo de 50
ng/uL. Aliquotas de 5 pL cada amostra foram denaturadas 94°C (5 minutos).
A cada amostra foi aplicado 1 yL de Master Mix contendo para cada reagao
0,375 uL de Probe Mix, 0,375 puL de tampao Salsa Buffer e 0,25 uL de agua
DNAse free, homogeneizando por pipetagem. A reacdo de hibridacdo das
sondas foi realizada com ciclos de 95°C (1 minuto) seguido de 60°C (3 horas).
Apo6s o0 anelamento das sondas e DNA, foi aplicado 8 yL de Master Mix de
ligacdo contendo para cada reacao 0,75 pL de Ligase Buffer A, 0,75 pL de
Ligase Buffer B, 6,25 uL de agua DNAse free e 0,25 uyL de enzima Ligase. A
reacdo de ligacdo seguiu o programa de ciclo a 54°C (15 minutos), 98°C (5
minutos) e 20°C (20 minutos). Em preparacao para a PCR (do inglés, Reacao
em Cadeia de Polimerase), foi aplicado em cada tubo 5 pyL de Mix de PCR
contendo para cada reagdo 0,6 pyL de Primer, 4,15 yL de agua DNAse free e
0,25 pL de enzima Taqg polimerase, seguido de homogeneizacdo por
pipetagem. O programa da PCR utilizada consiste em 30 ciclos de 95°C (30
segundos), 60°C (30 segundos), 72°C (1 minuto) e um ultimo ciclo de 72°C
(20 minutos),O produto da PCR foi diluido na proporcdo de 1:10, sendo
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disposto em placa de 96 pocos 1 uL de cada amostra diluida, acrescidos de 9
ML de Formamida HIDI e 0,01 pL de marcador Liz-500, para cada poc¢o da

placa.

Os fragmentos formados e amplificados distribuidos na placa foram
submetidos a eletroforese capilar no analisador genético ABI-3130. A andlise

dos resultados foi realizada utilizando o software “Coffalyser” (MRC-Holland).

3.7.3 Analise por CMA

As amostras dos pacientes em que nado foram identificas alteracdes
cromossOmicas utilizando o Cariotipo e a técnica de MLPA foram submetidas
a analise cromossbmica por microarray. Foi utilizada a plataforma
CytoScanTM 750k (Affymetrix), que contém cerca de 500.000 sondas nao
polimorficas para CNVs de regides codificantes e ndo codificantes do genoma
humano e cerca de 250.000 SNPs, permitindo uma alta resolucdo tanto de

variacdes no numero de cépias quanto de perda de heterozigose.

Os procedimentos de purificacdo das amostras, hibridacdo e lavagem
foram realizados conforme descricdo do fabricante. O DNA gendmico (50
ng/uL) do paciente mais um controle negativo e um controle positivo
(fornecido pelo fabricante), foi digerido pela enzima de restricdo Nspl,
seguindo as recomendacfes do fabricante (Affymetrix). Depois de digeridas,
as amostras foram ligadas a adaptadores e em seguida, um primer universal
gue reconhece a sequéncia do adaptador ligado ao DNA gendmico foi
utilizado para amplificar as sequéncias obtidas por meio de PCR. A
programacao da PCR utilizada consiste em um ciclo de incubacéo a 94°C (3
minutos), 30 ciclos de 94°C (30 segundos), 60°C (45 segundos) e 68°C (15
segundos) e um ultimo ciclo de 68°C (7 minutos), otimizandoa reacdo para
amplificar preferencialmente fragmentos de 150 - 2.000 pb de comprimento,
que foram confirmados posteriormente em gel de agarose a 2% em TBE 1X.
Em seguida estes produtos foram purificados utilizando beads magnéticas e

ap0s a lavagem para retiradas das beads, o material foiquantificado no
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espectrofotometro NanoVue PlusTM (GE Healthcare Life Science). Para
continuagcdo do protocolo, cada amostra deve apresentar valores de
concentragdo de DNA = 3.0 ug/pL. O passo seguinte foi a fragmentagéo das
amostras purificadas em 50 - 200 pb, que em seguida foram confirmados em
um gel de agarose a 4 % em TBE 1X, a um campo elétrico com voltagem

constante de 10 V/cm, por 1 h.

Os fragmentos de DNA com 50 - 200 pb foram revelados pela
coloracdo do gel em solucdo de brometo de etideo (5 mg/mL).
Posteriormente, a imagem foi capturada utilizando o sistema de video-
documentacdo/ImageMaster® (VDS - Video-documentation System)
(Pharmacia Biotech.). Seguindo o protocolo, os fragmentos de DNA foram
marcados por terminal com deoxynucleotidyl transferase e entdo aplicados no
Affymetrix GeneChip® e hibridados por 16 - 18 horas a 50 °C e 60 G no
GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymetrix). Os chips foram entao
lavados e corados na GeneChip® Fluidic Station 450 (Affymetrix) e
escaneados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix) operados pelo
Affymetrix GeneChip® Command Console (AGCC, Versao 3.2.2). A partir dai
foram gerados arquivos “CEL” que foram convertidos em “.CYCHP” para
serem lidos e analisados no Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS)

2.0 software.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os critérios de indicacdo para participacdo na pesquisa (pacientes
portadores de cardiopatias congénitas e ADNPM/DI) foram checados para
cada um dos pacientes. Apds triagem e avaliagcdo completa realizada por
médicas e médico geneticistas, 0s responsaveis pelos pacientes foram
apresentados a proposta de pesquisa e convidados a participar, realizando a
assinatura de Termo de Consentimento Livre e Esclarecido- TCLE.
Preenchidos os critérios de inclusado, iniciamos a realiza¢do do fluxograma de
exames diagndsticos proposto: cariotipo, analise por MLPA e andlise por
microrray para cada um dos pacientes selecionados. Um total de 20 pacientes
foram indicados para a pesquisa apds avaliacdo especializada em genética

médica. Os resultados gerais estdo apresentados na Tabela 4.
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2 CLASSIFICACAO DA TECNICA DE
PACIENTE CARIOTIPO MLPA CMA ALTERACAO DIAGNOSTICO
Delecéo 22q11.2-
rsa _ _
P1 46, XX [20] 22q11.2(P250)x1 N&o realizado Patogénica MLPA
Delegéo 22q11.2-
rsa _ _
P2 46,XY [20] 22g11.2(P250)x1 N&o realizado Patogénica MLPA
~ Dele¢éo 3026.32: arr [hg19] 3926.32 a
P3 46, XX [20] Sem alteragcbes (176,025,379-177,377,006)- 1,3Mb Patogénica CMA
Duplicacdo 8p11.1g11.1: arr[hg19]
P4 46, XY[20] Sem alteragbes 8p11.1911.1(43,161,631- Patogénica CMA
46,839,736)x3, de 3,6Mb
Duplicacdo 6p25.3p25.1: arr[hg19]
6p25.3p25.1(156,974-5,608,374)x3, Patogénica
de 5,45 Mb.
P5 46, XY[20] Sem alteragbes _ CMA
Delecéo na regido 20g13.33 .
arr[hg19] 20913.33(61,541,210- Patogeénica
62,913,645)x1, de 1,37Mb.
47,XY,+mar[17]. ~ - .
P6 46,XY[13] Sem alteragbes Normal Benigna CARIOTIPO
P7 46, XY[20] Sem alteragbes Normal Benigna -
P8 46,XX [30] Sem alteragoesl Normal Benigna -
P9 46,XY [30] Delecao 22q11.2- N&o realizado Patogénica MLPA

rsa



P10

P11

P12

P13

P14

P15

P16

46,XY [30]

46,XY [20]

46,XY [20]

46,XY [20]

46,XY [20]

46,XX [50]

46,XX [30]

22q11.2(P250)x1

Delegéo 22q11.2-
rsa
22011.2(P250)x1

Delecéo 22q11.2-
rsa
22q11.2(P250)x1

Delegéo 22q11.2-
rsa
22911.2(P250)x1

Delecéo 22q11.2-
rsa
22q11.2(P250)x1

Delecéo 22q11.2-
rsa
22911.2(P250)x1

Sem alteracbes

Sem alteracbes

Nao realizado

N&o realizado

Nao realizado

Nao realizado

Nao realizado

Duplicacdo em 19p13.3, arr[hg19]
19p13.3(1,589,635-1,791,086)x3, de
201,4 Kb.

Sem alteracbes

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

VOUS

Benigna

54

MLPA

MLPA

MLPA

MLPA

MLPA

CMA
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P17 46, XX [30] Sem alteragbes Sem alteragbes Benigna -
48, XXXX[46], ~ ~ , o .
P18 47 XXX[4] Sem alteracbes N&o realizado Patogénica CARIOTIPO
Delecéo 22q11.2-
rsa _ _
P19 46,XX,[20] 22q11.2(P250)x1 N&o realizado Patogénica MLPA

Delecédo em 3g22.3 arr[hg19]
P20 46, XY[20] Sem alteragbes 3022.3(138,353,082- Potencialmente patogénica CMA
138,443,213)x1, de 90Kb.

Tabela 4. Resumo das alteragbes identificadas em todos os pacientes analisados e identificagdo da técnica em que a alteracdo foi identificada. *O
cromossomo marcador identificado em cariétipo convencional foi considerada uma alteracao benigna por néo terem sido identificadas CNVs patogénicas ou

possivelmente patogénicas no CMA. Essa alteracao cromossdmica requer a realizagdo de outros exames para sua melhor caracterizacao.
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A andlise dos pacientes investigados revela que a média de idade dos
pacientes é de 6,38 anos. Essa média corrobora a informacao da literatura de que
sindromes que apresentam CC e DI sdo usualmente diagnosticadas na infancia [29].
Identifica-se também maior frequéncia de pacientes do sexo masculino no estudo
(60%). Esse desvio provavelmente se deve a maior prevaléncia de DI em individuos

do sexo masculino [1].

A partir da aplicacdo do fluxograma de exames proposto (Cariétipo, MLPA e
microarray) foi possivel identificar alteracbes cromossémicas que expliquem o
quadro clinico dos pacientes em em 75% dos casos (15 de 20). Nos trés diferentes
exames propostos foram identificadas alteragdes, resultando em uma capacidade

diagnéstica descrita na Figura 7.

Taxa de diagnostico

25% M Benignas
H Caridtipo
5% MLPA
B CMA

Figura 7. Taxa de diagndstico de alteracdes patogénicas apos a aplicacao do

fluxograma proposto.

Apenas 25% pacientes que passaram pelo conjunto de exames diagnostico
permaneceram sem alteracdo genética identificada que explique o quadro clinico do
paciente. Demonstra-se, portanto, eficiéncia do fluxograma proposto para o
diagnoéstico de pacientes selecionados. A porcentagem de pacientes em que nao
foram identificadas alteracdes patogénicas (25%) € compativel com presente na
literatura para deficiéncias intelectuais idiopaticas (30%) [30]. Para esse conjunto de

7

pacientes € indicada a aplicacdo de exames diagnostico capazes de detectar
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mutacdes patogénicas que possam explicar o quadro clinico, como, por exemplo, o

sequenciamento de exoma.

A ordem proposta para a realizacdo dos exames leva em conta o tamanho
das alteracbes que cada exame permite identificar, indo do cariétipo que detecta
alteracdes maiores, até 5-10Mb, até o microrray capaz de identificar alteracdes de
poucas dezenas de pares de bases. O fluxo proposto leva em conta também o custo
para a realizacdo dos exames, de modo que o exame de maior custo utilizado, a
analise por microarray, s6 foi realizado para os casos em que nao foi possivel
identificar alteragdes utilizando os outros exames propostos, que corresponde nesse
estudo a 50% dos pacientes estudados.

E importante ressaltar que a eficiéncia do exame de cari6tipo convencional
para detectar alteracdes patogénicas em pacientes portadores de DI e CC esta
subestimada, levando em conta que nao foram indicados para esse estudo
pacientes com suspeita de Sindrome de Down, Turner, Patau, Edwards, entre outras
aneuploidias usualmente identificadas com facilidade. Além disso, a alteracao
cromossOmica identificada no paciente P6 que consiste em um Cromossomo
marcador foi considerada benigna a partir das técnicas utilizadas. A aplicacdo de
outras técnicas pode levar a uma nova interpretacdo do caso. O numero de
pacientes diagnosticados com Sindrome da Delecdo 22q11.2 (9 pacientes de 20)
corrobora a importancia da investigacdo dessa microdelecdo que é a mais comum
em humanos [31], especialmente em pacientes portadores de CC e DI na infancia, e
gue apresentem outras dismorfias caracteristicas da sindrome. A taxa de dignostico
de 45% dos pacientes a partir da técnica de MLPA ressalta a eficacia dessa técnica
para o diagnéstico genético. Apesar de ndo apresentar a extensa capacidade de
investigagdo do genoma como os CMAs, a aplicagdo nesse estuda confirma as
indicacdes da literatura de que a técnica de MLPA permite identificar economicidade
e praticidade alteragcbes cromossémicas recorrentes em pacientes com quadros
patogénicos clinicamente bem delimitados, como é o caso da delecdo 22ql11.2
nesse grupo de pacientes que apresentam CC e DI/ADNPM[21].
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4.1 SINAIS E SINTOMAS DOS PACIENTES ESTUDADOS

Os pacientes do grupo amostral apresentaram uma grande variedade de
fendtipos clinicos a Tabela 5 resume as informacdes e os sinais identificados em

cada paciente.
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PACIENTE SEXO IDADE CcC DI SINAIS E SINTOMAS
Fendas palpebrais obliquas e curtas, nariz bulboso, retrognatia,
P1 F 5 anos PCA ADNPM _ N . R _ _
palato ogival, perda auditiva minima a esquerda, hipotonia
CIA. CIV Sobrancelhas espessas, microretrognatia, hipertrofia gengival,
P2 M 5 anos PCiA TI, ADNPM palato ogival, orelhas proeminentes e rotacionadas para tras, dedos
’ supreanumerarios pés-axiais bilaterais, hipocalcemia, hidronefrose
Epicanto e telecanto bilaterais, baixa implantagéo de orelhas,
ASD, PCA, rotacionadas para tras, raiz nasal baixa, braquidactilia e clinodactilia
P3 F 7 anos ADNPM e atraso de fala _ _ o
VSD de quintos dedos bilateralmente, malformacéo de Chiari I.
Hipertricose em fronte, estreitamento bitemporal, orelhas com
DORY rotagc&o posterior e horizontalizagéo de I6bulos, hemangioma plano
Obito HAA HL’H em palpebra, bilateralmente, raiz nasal média, hipoplasia de asas
P4 M aos 5 P;/M ’ ADNPM nasais, palato ogival, pescoco curto com pele redundante, dedos
meses dos pés alargados e alongados, especialmente o halux, hidronefrose
bilateral.
S @ Microcefalia, fronte abaulada, hipertelorismo, raiz nasal baixa,
’ ’ narinas antevertidas, microretrognatia, macroglossia, palato ogival,
P5 M 3anos DORYV, PA, ADNPM ) B ) B
— boca “em forma de carpa”, implantagao baixa de orelhas, méos com
prega Unica bilateralmente, epilepsia.
Fendas palpebrais curtas, raiz nasal baixa, labio superior fino,
P6 M 3 anos CIA ADNPM

horizontalizado, levemente curvado para baixo, palato ogival,



P7

P8

P9

P10

P11

P12

14

anos

34

anos

3 anos

3 anos

7 anos

12

anos

ADNPM e dificuldade

TI
escolar
ClVs, DC,
DI leve
PCA, PVM
CIA, TOF,
ADNPM
PA
AGVP, TOF ADNPM
TOF, IVT DI e Atraso de fala
PLSVC,
ADNPM e Atraso de fala
RSAA
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orelhas com sobredobramento de hélices, pectus escavatum e
braquidactilia nas méos, baixo peso, dificuldades de degluticdo
Fendas palpebrais obliquas, orelhas pequenas e leve pectus
excavatum
Hipotelorismo ocular, fendas palpebrais retas, nariz com ponte
abaulada e ponta globosa, filtrum longo, boca reta, orelhas de
implantacdo baixa, pescoco alado bem longo, protrusédo de externo,
quinto dedo curto bilateral, situs inversus partialis. Diagndstico
clinico de Sindrome de Kartagener ou Discinesia ciliar primaria
Fontanela anterior, braquicefalia, hipertricose, fendas palpebrais
horizontais estreitas, orelhas rotadas posteriormente,
normoimplantadas com sobredobramento de hélice, pé torto
congénito bilateral, hipocalcemia
Hipocalcemia grave, hipoglicemia, hipoanatremia
Epicanto bilateral, fendas palpebrais pequenas, nariz de base larga,
dorso nasal elevado
Fronte ampla, facies longa e triangular, sobrancelha arqueda rala,
olhos fundos orelhas proeminentes e escafa da hélice ampla com
hipoplasia de I6bulo. Filtro nasal curto com columela curta e nariz
bulboso, hipertrofia gengival, amelogenese imperfeita, auséncia de
unidades dentarias, com possivel oligodontia, deficiéncia de alfa-1-

antripsina (PiZZ), rinite alérgica persistente e hipocalcemia.



P13

P14

P15

P16

P17

P18

5 anos

11

meses

Obito
aos 5

meses

2 anos

7 anos

2 anos

Clv, PS

AGVP, CIA,
TOF

FOP

CIA, PCA,
TI

DSAV
parcial com
agenesia de

valva
atrioventricu

lar

CIA

61

Face triangular, sobrancelhas retas, apéndices auriculares
ADNPM bilaterais, orelhas pequenas e proeminentes, narinas antevertidas,
rins policisticos, baixo peso e baixa estatura
Microcefalia, dorso nasal alto, orelhas com baixa implantacdo e
rotadas posteriormente, com sobredobramento de hélices,
ADNPM retrognatia, prega palmar Unica a esquerda, clinodactilia de quintos
dedos das maos, hidronefrose e rim direito multicistico
Micrognatia, hipotonia e sialorréia, disfagia orofaringea grave,
ADNPM
hipotonia de estruturas orofaringeas
Créanio com proeminéncia biparietal, epicanto bilateral e aparente
telecanto, raiz nasal larga e baixa, palato ogival, pectus carinatum,

ADNPM o i
encurtamento de quarto dedo a direita, halux largo.

Ptose palpebral bilateral, hipoplasia de face média, palato ogival,
boca entreaberta, nariz com base alta e dorso alargado, implantacéo
. assimétrica de orelhas, estando a esquerda posicionada mais alta
gue a direita, prega palmar pouco marcada, incompleta bilateral,
alteracOes cerebrais: afilamento do joelho e do corpo caloso,
discreta ectasia dos ventriculos laterais.
Microcefalia, ptose palpebral a direita, palato ogival, orelhas baixo
ADNPM implantadas, rotacionadas para tras, com sobredobramento de

hélices, fissura posterior de laringe, clinodactilia de quinto
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quirodactilo bilateral, frouxidao ligamentar, baixa estatura, baixo
peso, hipotonia generalizada, hipocalcemia, epilepsia.
Microcefalia, hipertricose frontal, orelhas proeminentes, pectus

COA, FOP,
P19 F 4 anos — DI, ASD e Atraso de fala excavatum, pele frouxa redundante em méos e pés (suspeita de
cutis laxa tipo II-B) e hiperextensibilidade articular.
10 Hipotelorismo ocular, orelhas pontiagudas, raiz e dorso nasal altos,
P20 M CIA, CIV ADNPM _ _ L
anos face triangular, hidronefrose congénita bilateral

Tabela 5. Resumo do grupo amostral avaliado e seus sinais e sintomas.
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4.2 RESULTADOS ALTERADOS NA ANALISE CITOGENETICA CLASSICA

Todos os 20 pacientes realizaram Exame de Cariétipo em sangue periférico
com técnica de bandas GTG. Em dois pacientes foram identificadas alteracdes de

cariotipo.
P6

O exame de cariotipo apresentou resultado que demonstra a presenca de
marcador 47, XY, +mar[17]/46, XY[13], em padrédo de bandas GTG, de 400 bandas
por lote haploide. Durante a analise nédo foi possivel identificar padrdo de bandas no
cromossomo marcador, indicando forte possibilidade de conter apenas regido de

heterocromatina.
O exame de MLPA teve resultado normal.

A analise por microarray revelou apenas CNVs benignas, ja descritas como
polimorfismos. Nessa analise ndo foram identificadas alteracdes que possibilitem a
identificacdo da origem do cromossomo marcador, confirmando a suspeita inicial de
gue 0 mesmo seja composto apenas de heterocromatina pericentromérica. Portanto,

a presenca do cromossomo marcador ndo explica o quadro clinico do paciente.

Os cromossomos marcadores sao definidos como cromossomos
supranumerarios que ndo podem ser inequivocamente caracterizados [32]. A
patogenicidade dos marcadores esta relacionada ao seu contetido, sendo indicado o
uso de técnicas que permitam identificar o conteddo génico presente. Tipicamente,
0S marcadores que contém cromatina autossdmica pericentromérica Ssao

considerados nao patogénicos [33].

Uma alternativa econdmica e interessante para confirmar a presenca de
heterocromatina pericentromérica no cromossomo marcador seria realizar o cariétipo
com bandamento C com hidréxido de bario. Entretanto néo foi possivel realizar essa

analise até a finalizacdo desse estudo.

Para confimar a origem desse cromossomo marcador indica-se a aplicagéo de
outras técnicas. A analise por CMA dessas regides pericentroméricas é complexa
devido a estrutura dessa regido genémica e a menor cobertura de sondas nessa

regido. O uso de diferentes técnicas, como a FISH, tém elucidado a importancia da
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regido pericentromérica em relacdo a diversas patologias, como por exemplo a
associacao entre polimorfismos na regido pericéntrica do cromossomo 9 e casos de

deficiéncia intelectual [34]

Uma alternativa econbmica e interessante para confirmar a presenca de
heterocromatina pericentromeérica no cromossomo marcador é o cariotipo com
bandamento C com hidroxido de bério. Entretanto ndo foi possivel realizar essa

analise até a finalizacdo desse estudo.

P18

Para a paciente P18, o carittipo determinado foi 48, XXXX[46], 47, XXX[4]. A
suspeita médica inicial era de Sindrome da delecdo 22q11.2, porém o exame de

MLPA apresentou resultado normal.

Tendo em vista a raridade da tetrassomia X (apenas 60 casos identificados no
mundo) e a recorréncia de casos envolvendo mosaicismos diversos é dificil delimitar
um quadro fenotipico relacionado a alteracdo encontrada. As alteracdes mais
frequentemente relatadas nos poucos casos descritos sdo DI, anormalidades de
altura, microcefalia, anomalias de esqueleto/membros e CC, sendo relatado para
todos os casos a persisténcia do ducto arterioso [32]. Trata-se, portanto, de um caso
excepcional de anomalia de septacdo cardiaca em paciente portadora de

tetrassomia/trissomia do X.

A trissomia do cromossomo X esta relacionada a ndo-disjuncdo em meiose
materna em 90% dos casos, a tetrassomia parece estar relacionada a nao-disjuncéo
sequencial, ocorrendo em ambas as divisdbes meibticas que levam a formacdo dos
gametas maternos. Para os casos de polissomia do X estdo bem descritas a

infertilidade e em mulheres, ha ainda diminuigdo da fungéo ovariana [32]

O mosaicismo apresentado, a coexisténcia de linhagens celulares com
diferencas cromossémicas em um mesmo embrido, é causado por erro mitético
durante a embriogénese. Quanto mais cedo no desenvolvimento do embrido ocorrer,

maior a propor¢ao de células cromossomicamente alteradas [35].
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Todos os demais pacientes apresentaram cariotipo normal em numero e

estrutura, conforme a Tabela 4.

4.3 RESULTADOS DA INVESTIGACAO POR MLPA- PORTADORES DA
SINDROME DA DELECAO 22Q11.2.

Os portadores da Sindrome da delecdo 22g11.2 foram identificados a partir
da técnica de MLPA, utilizando o kit P250 (MRC-Holland).

A partir da técnica de MLPA foram identificadas alteracbes em 9 dos 20

pacientes que fizeram parte desse estudo.

Dos 9 pacientes em que foi identificada a delecdo 22g11.2 por MLPA, 8
apresentam a delecdo de tamanho tipico, conforme demonstra a Figura 8 e o
exemplo apresentado na Figura 9 de resultado compativel com os pacientes P1, P2,
P9, P10, P11, P12, P13 e P14. Em um paciente (P19) foi identificada delecéao

também na regido 22q11.2 porém de tamanho menor que a delecéo tipica.
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Figura 8. Visualizacao da delecéo tipica de 3Mb na regido 22q11.2 utilizando a técnica de MLPA

utilizando o kit P250 (MRC-Holland). As barras escuras representam as sondas em que foi
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identificada reducdo do niumero de cépias. Sublinhado em vermelho estdo marcadas as regides de
repeticdes idénticas de baixo nimero de cépias (do inglés, Long Copy Repeats, LCRs), que

predispde a regido 11.2 a delecao [36]. Figura adaptada de [5].
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Figura 9. Delecao da regido tipica de 3Mb na regido 22q11.2 na amostra do paciente P10. Essa
mesma delecéo foi encontrada nos pacientes P1, P2, P9, P10, P11, P12, P13 e P14.

Os quadros clinicos dos pacientes em que foi identificada a delecdo
corroboram a diversidade fenotipica caracteristica da Sindrome da delecdo 22q11.2.
Constam na literatura mais de 180 achados clinicos relacionados com a sindrome,
entretanto nenhuma das manifestacdes apresenta frequéncia de 100% nos casos
descritos. Apesar de ndo haver um sinal obrigatério ou patognoménico da Sindrome, foi
possivel identificar nos 9 pacientes estudados as dismorfias mais frequentemente
relatadas para os portadores da Sindrome da delegdo 22q11.2, diversas alteragfes
cardiacas conotruncais, além de algumas alteracdes menos recorrentes. Os principais

fendtipos estao resumidos na Tabela 6



Cardiopatias congénitas

Arco adrtico a direita +
Coactacao de aorta +
Persisténcia de veia cava +
Persisténcia de canal arterioso + o+ +
Forame oval patente + +

Comunicacao interatrial + +
Comunicacdo intraventricular + o+ +

Insuficiéncia de valva tricispide + +
Atresia/estenose de artéria pulmonar + +
Tetralogia de Fallot + + +
Agenesia de valva pulmonar + +
Alteracdes Neuropsicomotoras
Hipotonia
Microcefalia

Alteracdo da anatomia cerebral
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++

++

++

++
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Orelhas apresentam sobredobramento de hélices

Orelhas com rotacdo anormal

Alteracdes de tronco e membros

Torax assimétrico

Pectus excavatum

Altera¢@es de coluna

Baixa estatura

Prega palmar Unica

Clinodactilia de quintos dedos

Dedos longos

Dedos supranumerarios

Pé torto congénito

Pele redundante em méos e pés

Outras alteracdes
Hiperextensibilidade articular
Hipocalcemia

Rins policisticos

++

++  ++
++  ++
++

++
+ o+

++
+
+
+
+

++

++

++

++

++

++
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Hidronefrose ++ +
Laringomalacia

Perda auditiva +

Problemas de visédo

Hipertricose +

Tabela 6. Resumo clinico dos pacientes portadores de delecdo na regido 22q11.2 estudados. Os fendtipos
mais comumente associados a Sindrome da delecdo 22q11.2 estdo marcados em negrito. Os sinais (+)
indicam a presenca da caracteristica e os sinais (++) indicam a presenca da caracteristica bilateralmente. *:

paciente portadora de delecéo diferente da delegéo tipica na regido 22q11.2, diagnosticada por MLPA.
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P19

O exame de MLPA realizado com o kit P250 (MRC-Holland) identificou

reducdo do numero de copias das sondas presentes na regidao 22qll e das

sondas no final do cromossomo 22, conforme a Figura 10. A delecéo

identificada € menor que a delecéo tipica (3Mb), apresentando 1,5Mb. Estima-

se que essa delegcédo ocorra em menos de 5% dos pacientes portadores da

sindrome .

UZET - EMNYHS
WG - ,YSHY

WL6E - W AVHMA
0¥ - PNINTD
WPE - TYEHdY
UGGZ - TYEHdY
Juzgy - 193N

zgs -,24730

Wpeg - Uoifalz4130
be - .NOIOTY £d1830L
WLOE - LEYIVD
WL9Z - LEYLVD
WPGL - oL LINHA
W9EL - oL LINHI
WPLT - PYLVD
Wz - SN
Wz - gedlddd
gl -, LaxI
W9zZe - ,#YSZOTS
W99l - Z-€adHNS
W00¥ - 6-LEOHVINS
W0zZ - L-LE0HYINS
WZPE - L-ogavY

oo MPST - ZlEaLY
& WPIZ-EZVND
) UL9Z - 9-LHaLY
w WZ6Z - L-8Ed0L
2 wegl - 022 Tidd
ug0¢ - Z-20IH
gLy - 9L-11ZT
UgLE - G-B2dVNS
WgLE - 0L-GLATN
WEST - ZZZTHTH
WZ0Z - Z-7LANZ
gl - Z-8409a
UQEZ - B-ZANNXL
WGHZ - £-1XaL
Wzl - Z-ixalL
S0z - Z-881Ldo
W96 - L-GNTTO
W99F - |-5¢000
09l - SZ-VIH
WL6) - €170L10
W9zZ - L-8ldsn
g/l - 0Z-€TVOIN
Wige - -aig

Wzl - 1-81Y5Z01S
WGEE = PyALLI

11

=T

@ =

LLA“LL

I 185205'6¥0CC
r0LZEL¥'6Y0TT
rGSZLIT I00-LL
809965000 |
I 88G€81'000-1
6526910001
r€429ZT' 1200}
r¥eSLYT LL0-0k
€20L10°LL00L
12688501001
I~ €08551°'800-0L
r0950¥1°'800-0}
r9¥1508'6EL-60
r1001EL'6E1-60
TSS9 LL0-80
2SLT01'01L0-80
I~ 0¥Z9£0'600-80
- E£2E06E L8110
- €92€0€'981-¥0
- 104€82'€202C
- 29£905'2202T
- 0.£65¥'2202C
r195218°120ZC
I 6eSC18'1202T
- C6£66.'1202T
rLvOves’ 1202
- 966259'020-2C
- §896.£'020-2C
- Ch¥6Z1'020-2T
1616296102
r¥10C.5'610-2C
- Gb1992'610-2C
I~ LOEELL'BL0CT
- 82¥6.0'610-2C
CL9es¥'8102T
- §22992'810-2T
98ZEEL'810-CT
LLLLZL8L02T
- 125160'8102C
61168 L10CCT
m8LYIY8L10TT
rGL0669' L1022
- 865129'£10CC
- 2eZ6TL0'L10CT
959¥04'9102C
- ¥89909'910-2¢
mLLEEZF'910TT
I 999656'G10-2T

I
o)
o

oney

o

PPSUS22B
Distribution Type: ReferenceSamples | Exp: 01junho16

Figura 10. Delecdo em 22g11.2 de 1,5Mb identificada na paciente P19.

A andlise de microarray realizada apresentou baixa qualidade sendo

descartada. Nao foi possivel repetir o exame até o presente momento.

~

4.3.1 A SINDROME DA DELECAO 22Q11.2

"~

a0 na regiao

~

A caracterizacdo das alteracdes decorrentes de deleg

22011.2 é a mais relevante para o estudo das cardiopatias desde a descricao



72

da trissomia do 21. E a microdelecdo autossémica mais comum, com alta

incidéncia de cardiopatias entre os portadores [37].

Sindrome da delecdo 22g11.2 é uma designacao utilizada para agrupar
uma série de doencas relacionadas a delecbes na regido 22gll1.2, e que
representam um mesmo quadro, embora com expressao fenotipica altamente

variavel.

Apbés as descricbes e relatos de casos diversos como os de
Sedalackova (1955), DiGeorge (1968) e Shprintzen (1978), ainda restava uma
indefinicdo de nomenclatura sendo utilizados os termos Sindrome DiGeorge e
Sindrome Velocardiofacial. Somente em 1998, Bassett e colaboradores
sugeriram a utilizacao do termo "Sindrome da delecéo 22g11.2" para agrupar

o conjunto de doencas descritas, sendo a designacao atual [20].

A variabilidade clinica e as diferentes denomina¢des dificultam um
calculo preciso de prevaléncia da Sindrome da delecdo 22qgl11.2, que
apresenta efeitos pleiotropicos, ou seja, uma Unica alteracdo gera efeitos
diversos no organismo e que resulta no acometimento de diversos sistemas,
formando, portanto, um espectro fenotipico bastante amplo [35]. Estéo
descritos mais de 180 achados clinicos relacionados com a sindrome,
entretanto nenhuma das manifestacdes apresenta frequéncia de 100% nos
casos descritos. Desse modo, ndo existem alteraces pagnomaonicas para a

identificacdo da Sindrome da delecdo 22q11.2 [30].

7

A alteracdo tipica da Sindrome da delecdo 22ql11.2 € uma
delecdo de cerca de 3Mb na regido 11.2 do braco longo do cromossomo 22,
essa alteracdo esta presente em 87% dos pacientes portadores [35]. As
estimativas em relacéo a outras alteracfes sao variaveis na literatura. Em 7 a
8% dos casos, ocorre uma delecéo de 1,5Mb e entre 2-3% ocorrem rearranjos
menores dentro dessa mesma regidao da alteracdo padrao (Figura 11). Em
menos de 5% dos pacientes foram identificadas delecbes muito menores
nessa regiao e até mutacdes de ponto. Também ha relatos de mosaicismo
para essa delecéo. A baixa frequéncia de mosaicismo provavelmente se deve

a subnotificagéo [38].
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Figura 11. Representagdo da regido 22q11.2 e as microdele¢gbes mais recorrentes.
Estdo apresentadas acima as bandas citogenéticas, escala genbmica, posicao de
sondas de hibridagcdo de FISH mais utilizadas, identificadas por barras horizontais.
As caixas de A até H ilustram o posicionamento das LCRs. Os genes estdo
identificados verticalmente. Embaixo, os retdngulos cinzas representam a posi¢ao
dos trés tipos de dele¢do mais frequentes, classificadas em relacdo a posi¢cdo dos
LCRs. Adaptado de [38].

Estdo presentes na regido 22gll.2 oito sequéncias de repeticdes
idénticas de baixo numero de copias (do inglés, Long Copy Repeats, LCRs). A
presenca dessas regides repetitivas predispde a regido 11.2 a delecdo em eventos
de recombinacdo homodloga durante a profase da meiose [39]. Os erros podem
decorrer de um pareamento incorreto, em que a LRC proximal de um dos
cromossomos se pareia erroneamente com a LRC distal do outro cromossomo.
Como o pareamento ocorre de forma proxima ao alinhamento correto, 0 crossing
over acontece de forma desigual, fazendo com que um dos cromossomos fique
duplicado e o outro apresente delegcdo. Outros mecanismos envolvendo as LCRs

levam a outras alteragcbes cromossémicas, como a formacdo do cromossomo
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supranumerario bisatélite da sindrome Cat Eye (CES) [39]. Os diferentes

mecanismos possiveis foram apresentados na Figura 12.
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Figura 12. Modelos de rearranjos cromossémicos na regido 22qll. As linhas vermelhas e pretas representam
cromossomos homologos, e os circulos pretos, centrémeros. Os LCRs sdo mostrados como caixas azuis e verdes. A:
Recombinacdo entre homoélogos levando a delecdo e duplicacdo. B: Delecdo intracromossémica. C: Formacao de
cromossomo supranumerario da sindrome Cat Eye (CES). D:Inversao paracéntrica seguida por inversao em loop levando

a formagdo de cromossomo supernumerdrio da sindrome Cat Eye (CES). Adaptado de [19].
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A grande variabilidade clinica dessa sindrome torna complexo o
estabelecimento de relagdes gendtipo-fendtipo. Diferentemente de outras
sindromes, ndo é estabelecida correlacdo entre o tamanho da dele¢édo e a

gravidade dos fenoétipos apresentados [40].

A regido de 3Mb frequentemente deletada apresenta cerca de 30
genes. Os genes UFD1L (Ubiquitin Fusion Degradation 1-Like), TBX1 (T-BOX
1) e TUPLEL (TUP Like Enhancer of Split gene -1 ou HIRA) sdo os genes
mais provavelmente relacionados aos achados clinicos da sindrome. Esses
genes sao expressos nas ceélulas derivadas da crista neural, células
essenciais no desenvolvimento do septo conotruncal, sendo as malformacdes
na regido conotruncal um achado clinico frequente em portadores da delecéo
22011.2. O gene TBX1 aparenta ser especialmente envolvido no
desenvolvimento da sindrome, tendo sido encontradas mutacdes nesse gene

em pacientes sindromicos que n&do apresentavam a delegdo 22q11.2 [41].

A delecao da regido 22g11.2 apresenta patrao de heranca autossémico
dominante nas familias. Portadores da delecdo, independente do sexo,
apresentam risco de 50% de transmiti-la aos seus descendentes. Durante a
investigacdo genética € indicado o teste em ambos os pais do portador, uma
vez que a ampla variabilidade fenotipica da sindrome admite que um genitor

portador da delecdo nado tenha as caracteristicas fenotipicas da sindrome .
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4.4 PACIENTES INVESTIGADOS POR ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRAY (CMA).

A andlise cromossbmica por microarray foi realizada em 10 pacientes nos quais
nao foram identificadas alteracGes patogénicas nos exames de cariotipo e de analise
por MLPA. Em cinco pacientes foram encontradas CNVs benignas ou ndo causais,
encontradas em individuos normais que servem de controle do banco de dados
DGV.

4.4.1 Pacientes com alteracfes benignas.

P6

Esse paciente apresenta alteracdo de carioétipo que consiste em um
cromossomo marcador nao identificado, 47, XY, +mar[17]/46, XY[13]. Suas

caracteristicas clinicas foram apresentadas no item 4.1 dos resultados.

P7

Possui resultado do exame investigacdo de X-fragil negativo. O cari6tipo

apresentou resultado normal, 46, XY[20].

A andlise por microarrays identificou a presenca de polimorfismos normais na
populacao brasileira (Dup14932.33 e Del14g21.2); delecbes de menos de 100Kp em
regibes pobres em genes (1p34.1, 3p21.31,5035.3, Xq26.3). Além disso foi
identificada perda de heterozigosidade na regido 19913.2913.31(39,050,478-
44,362,753) hmz, de 5,3 Mb, envolvendo 166 genes. Nao foram identificados genes-
candidatos para explicar o quadro do paciente nessa regido alterada. Todas essas
alteracdes foram consideradas benignas, e o resultado da analise por microarray

para o paciente P7 é normal.

P8
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O exame de caridtipo apresentou resultado normal, 46,XX [30]. O exame de
MLPA apresentou resultado normal. A andalise por microarray identificou alteracdes
de ndmero de copias nos cromossomos 1, 5, 8, 11, 14, 16 e X. Essas alteracdes,
entretanto eram pequenas (a maior com 912Kb), envolviam poucos genes, e eram
recorrentes em individuos-controle do banco de dados DGV. Essas alteracfes sao

consideradas polimorfismos, e o resultado da andlise foi normal.

Em estudo posterior a equipe de genética do HUB analisou as ocorréncias de
situs inversus partialis e levantou a hipétese de Sindrome de Kartagener ou
Discinesia ciliar priméria, que envolve defeitos de lateralidade e de CC, além de
sinusite crénica, bronquites, otites e outras afeccbes respiratorios e otoldgicas.
Diante dessa suspeita foi solicitada tomografia de seios paranasais que identificou
sinusopatia maxilar bilateral, um dos achados caracteristico da sindrome
investigada. A Sindrome de Kartagener ou Discinesia ciliar priméaria € uma desordem
de motilidade ciliar que causa diversas doencas otologicas, sinusais e pulmonares,
alteracdes de lateralidade dos 6rgaos e infertilidade masculina. A sindrome tem sido
geneticamente caracterizada como uma alteracao recessiva decorrente de mutacoes

em diversos genes .

7

O diagnéstico clinico € de Sindrome de Kartagener, sendo indicada a
pesquisa de mutacdo nos genes descritos para caracterizacdo da patologia e

aconselhamento.

P16

O exame de caribtipo apresentou resultado normal, 46, XX[30]. A analise por

MLPA também apresentou resultado normal.

A andlise por microarray identificou uma delecdo polimorfica na regido
14911.2 de 248 Kb que néo envolve nenhum gene, uma dele¢cédo na regido 2q14.3
de 188 Kb que nédo envolve nenhum gene, e uma delecdo em 19p12 de 123Kb que
envolve um unico gene nao codificante, ZNF826P. A analise nédo identificou
nenhuma alteragdo com potencial patogénico apresentando, portanto, resultado
normal. Sugere-se a continuidade dos estudos desse caso a partir de técnicas de

diagnostico molecular que possibilitem a identificacdo de mutacdes.
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P17

O exame de caridtipo apresentou resultado normal, 46, XX[30]. A analise por

MLPA também apresentou resultado normal.

A andlise por microarray identificou pequenos CNVs (468-71 Kb) que
envolviam poucos genes, nenhum deles associadas a cardiopatias congénitas ou DI.
Todas essas alteracdes foram consideradas benignas, e o resultado da analise por
microarray para a paciente P17 é normal.

4.4.2 Pacientes com alteracGes patogénicas

P3

Os exames de cariétipo e MLPA apresentaram resultado normal.

A analise por microarray identificou uma delecdo de 1,3 Mb na regido
3026.32: arr [hgl9] 3g26.32 (176,025,379-177,377,006) (Figura 13). Essa delecéo
envolve um gene codificante, TBLX1R1, e parte de um gene ndo codificante,
LINC00578.
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Figura 13. Delecdo de 1,3 Mb na regido 3926.32: arr [hgl9] 3g26.32 (176,025,379-
177,377,006) identificada na paciente P3, envolvendo o gene TBLX1R1, e parte de um gene
nao codificante, LINC00578.

O gene TBLX1R1 (transducin beta-like 1 X-linked receptor 1-NM_024665—
OMIM 608628), também chamado TBLR1 e IRA1, codifica uma proteina nuclear de
515 aminoé&cidos que contém sete dominios WD40 e um dominio LisH que mediam
a di- e tetramerizacdo. A proteina TBL1XR1 é encontrada na maioria dos tecidos e
desempenha um papel importante na via de sinalizacdo Wnt, que influencia diversos
processos biolégicos como polaridade, proliferacdo e migracdo celular,;
desenvolvimento craniofacial e neuroldgico; cardiogénese, tumorogénese e

metastase; e diferenciacao e renovacao de células-tronco .

Estdo descritos na plataforma DECIPHER apenas 6 casos com delegéo
nessa regido, apresentando tamanhos diferentes, mas com semelhancas fenotipicas
importantes presentes também na paciente P3, como DI moderada, ADNPM, atraso
importante de linguagem, anomalias dentarias, queixo pontudo, baixa implantacao
de orelhas, dedos alongados, clinodactilia de quintos dedos bilateral. A paciente P3

é entretanto, a primeira descrita com malformacgdes cardiacas.

O papel do gene TBL1XR1 na via de sinalizagcdo Wnt e a atuacao dessa via
tanto no desenvolvimento cerebral quanto cardiaco estdo de acordo com o0s
fendtipos identificados nos pacientes descritos na literatura e na paciente P4 e faz
do gene TBL1XR1 um bom candidato para explicar a ocorréncia conjunta de DI e

cardiopatias.

P4

Os exames de cariétipo e MLPA do paciente apresentaram resultados
normais. A andlise por microarrays identificou duplicagdo na regido 8pl11.1q11.1.
Essa duplicacdo envolve um unico gene, POTEA (pote ankyrin domain family,
member a; POTEA-OMIN 608915). Esse gene tem 31Kb, é composto de 14 exons e
expresso na prostata, ovarios, testiculos e placenta. Faz parte de uma familia de dez

genes paralogos que se encontram dispersos em diferentes cromossomos (2, 8, 13,
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14, 15, 18, 21, e 22). Essa familia génica é bastante estudada por sua relacdo com o
cancer de prostata, sendo um gene alvo para imunoterapia desse tipo de neoplasia .
No cromossomo 8 esse gene esta presente na regido 8pll.1 e na regido 8qll.1, e
por isso a duplicacdo parece incluir o centrdbmero apesar do microarray utilizado nao

dispor de sondas que identifiquem a regido centromérica (Figura 14).
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Figura 14. Duplicagdo arr[hgl19] 8pl11.1q11.1(43,161,631-46,839,736)x3, visualizada com 3,6Mb

identificada no paciente P4. A linha vertical tracejada marca posi¢do do centrdmero.

Essa duplicacdo ndo esta descrita no banco de dados DGV. Investigando as
variantes patogénicas no DECIPHER estdo descritos dois pacientes portadores de
defeitos de septagao (254177-ASD e 296426-VSD) com duplicagdo envolvendo o
gene POTEA. Porém as duplicacdes descritas sdo muito maiores e envolvem um
maior nimero de genes. Outro paciente (303006) descrito no DECIPHER apresenta
delecdo menor, envolvendo apenas quatro genes e entre eles o gene POTEA. Esse
paciente apresenta fenodtipo de comprometimento cognitivo e rim em ferradura.
Apesar de nao haver referéncias bibliograficas que correlacionem a duplicacéo
encontrada com o fenotipo do paciente P4, devido ao tamanho e a nado ocorréncia
dessa variacdo em pacientes de fenotipo normal, esse CNV é classificado como

patogénico.
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Como a duplicacdo identificada envolve a regido centromérica para as quais
ndo ha cobertura de sondas na técnica de CMA é provavel que a duplicacéo real

apresente um tamanho menor do que o ilustrado na Figura 15.

Outra hipétese interessante para a alteracao identificada seria investigar se a
duplicacdo apresentada pode na verdade ser resultado de uma inversao
pericéntrica. Em ambos 0s casos é necessario sequenciar a regido de interesse para

elucidar melhor as alteragdes encontradas.

PS5

Os exames de cariétipo e MLPA apresentaram resultado normal. A investigacéo
por microarray identificou duplicacdo na regido 6p25.3p25.1: arr[hgl9]
6p25.3p25.1(156,974-5,608,374)x3, com 5,45 Mb, envolvendo 40 genes, 23 desses
referenciados no OMIN (Figura 15).
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Figura 15. Duplicacdo na regido 6p25.3p25.1: arr[hgl19] 6p25.3p25.1(156,974-5,608,374)x3, com

5,45 Mb, identificada no paciente P5. Ressalta-se a riqgueza génica da regido subtelomérica

duplicada.

Na regido duplicada estéo localizados 40 genes, entre eles 4 genes (FOXC1,
SERPINB6, TUBB2A e TUBB2B) estdo envolvidos em transtornos do



83

desenvolvimento, tendo sido correlacionados com diferentes fenétipos de acordo
com o banco de dados DDG2P (do inglés, Developmental Disorders Genotype-

Phenotype Database).

O gene FOXC1 (FORKHEAD BOX C1, OMIM-601090) faz parte da grande
familia de fatores de transcricdo do tipo Forkhead, com funcdes j4 descritas em
diversos eventos embrioldgicos. FOXC1 tem papel essencial no desenvolvimento
cardiaco, especialmente na formacdo das vias de saida do coracdo. Os genes
FOXC1 e FOXC2 sdo expressos em diferentes tecidos embrioldgicos, nas células
derivadas do campo cardiaco secundério, nas derivadas do pr6-epicardio e nas
células endoteliais e mesenquimais do coracdo e dos vasos cardiacos em
desenvolvimento. S8o expressos também nas células derivadas da crista neural,
responsaveis pela formacdo dos coxins endocardicos durante os processos de
septacdo cardiaca. Estudos experimentais com ratos identificaram que a alteracao
da dosagem dos genes FOXC1 e FOXC2 levam a defeitos cardiacos nas vias de
saida do coracdo, como interrupcdo ou coactacdo do arco aortico, defeitos de

septacédo ventricular, hipoplasia de valvas e alteram ainda a espessura do miocardio.

Devido ao tamanho da alteracdo, ao numero de genes afetados e a presenca
de genes relacionados ao fendtipo do paciente, a duplicacdo identificada ne regiao
6p25.3p25.1: arr[hgl9] 6p25.3p25.1(156,974-5,608,374)x3 é considerada um CNV

patogénico.

Levando em conta o funcionamento cooperativo e dose-dependente dos
genes FOXC no desenvolvimento cardiovascular , o gene FOXC1 representa um
gene-candidato para explicar as alteracbes cardiolégicas apresentadas pelo
paciente P5.

O paciente P5 apresenta ainda uma delecdo na regiao 20q13.33 arr[hgl9]
20013.33(61,541,210-62,913,645)x1, de 1,37Mb, contendo 59 genes (Figura 16).
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Figura 16. Delecdo na regido 20q13.33 arr[hgl9] 20913.33(61,541,210-62,913,645)x1, de 1,37Mb,

contendo 59 genes identificada no paciente P5.

Entre os genes deletados, cinco estdo envolvidos em transtornos do
desenvolvimento e relacionados no DDG2P: os genes CHRNA4, COL9A3, EEF1A2,
KCNQ2 e RTELL1.

O gene KCNQ2 (Potassium Channel, Voltage-Gated, Kqgt-Like Subfamily,
Member 2; OMIM-602235) expressa uma proteina dos canais de potassio voltagem-

7

dependentes, que é expressa no tecido cerebral. O gene CHRNA4 (Cholinergic
Receptor, Neuronal Nicotinic, Alpha Polypeptide 4; OMIM-118504) expressa uma
proteina de canais idnicos que mediam a transducéo de sinal nas sinapses, também
expressa no cérebro. O gene EEF1A2 (Eukaryotic Translation Elongation Factor 1,
Alpha-2; OMIM-602959) que codifica uma proteina participante do transporte de
RNA transportador para o sitio de transcricdo dos ribossomos, sendo expressa em

diversos tecidos

Esses trés genes estdo descritos para fenotipos familiares de epilepsia, de
corrente de mutacdes em KCNQ2 , CHRNA4 e EEF1A2 , mesmo fenotipo descrito
para familias que apresentam delecdo envolvendo KCNQ2 . Esses genes podem

estar, portanto, relacionados aos episodios epiléticos descritos para o paciente P5.
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Devido ao tamanho e ao conteudo génico a delecdo na regido 20g13.33 é

considerada um CNV patogénico.

A ocorréncia concomitante de uma duplicacdo no cromossomo 6 e de delecao
no cromossomo 20 identificados na analise por CMA pode indicar a ocorréncia de
uma translocacéo entre os dois cromossomos. Devido ao tamanho e a posicao
cromossémica em que ocorreram pode nao ter sido possivel observar a alteracéo na
analise do caridtipo. Uma analise posterior por sequenciamento pode confirmar a

suspeita de translocacao.

4.4.3 Pacientes com alteragfes potencialmente patogénicas

P20

O exame de caridtipo apresentou resultado normal, 46, XY[20]. A analise por

MLPA também apresentou resultado normal.

A andlise por microarray identificou polimorfismos pequenos (17-443 Kb).
Chama a atencao delecdo em 3g22.3 arr[hg19] 3922.3(138,353,082-138,443,213)x1,
de 90Kb, envolvendo apenas o gene PIK3CB. Essa alteracdo ndo estad descrita

como benigna no banco de dados DGV (Figura 17).
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Figura 17. Delecéo identificada no paciente P20 na regido 3922.3 arr[hg19] 3922.3(138,353,082-
138,443,213)x1, de 90Kb, envolvendo o gene PIK3CB.

O gene PIK3CB (Phosphatidylinositol 3-Kinase, Catalytic, Beta; OMIM
602925) estd descrito como um dos genes candidatos a explicar casos de
cardiopatia isolada, tendo sido implicada em casos de dupla via de saida do
ventriculo direito, retorno venoso pulmonar anémalo total e defeito de septacdo
atrioventricular . Os genes da familia PI3K sdo quinases lipidicas evolutivamente
bem conservadas, que atuam nas respostas fisioldgicas a estimulos. Genes dessa
familia sdo expressos em cardiomidcitos, fibroblastos, células endoteliais e de
musculo liso cardiaco, e através da sinalizagdo conjunta com a proteina PTEN
modulam mecanismos de sobrevivéncia celular, hipertrofia, contratividade,

metabolismo e mecanotransducao .

Devido as implicacbes do gene deletado nas vias de sinalizacdo cardiacas,
nao ocorréncia desse CNV em individuos-controle e a descricdo de outros casos de
cardiopatia envolvendo CNVs nessa regido, variagdo no numero de copias sera

caracterizada como possivelmente patogénica.
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4.4.4 Pacientes com alteragcdes VOUS

P15

O exame de cariotipo apresentou resultado normal, 46, XX[50]. A analise por

MLPA também apresentou resultado normal.

A andlise por microarray identificou 13 alteracdes no numero de copias, em
sua maioria polimorfismos conhecidos ou alteragcbes em regides nao-génicas.
Foi identificada uma duplicacdo na regido 19p13.3 de 201,4 Kb, contendo
apenas 5 genes: MBD3, UQCR11, TCF3, ONECUT3 e ATP8B3 (Figura 18).
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Figura 18. CNV (arr[hgl9] 19p13.3(1,589,635-1,791,086)x3) classificada como VOUS
identificada no paciente P15. Nota-se ainda a n&o ocorréncia dessa alteracdo em pacientes do

banco de dados DGV.

SN I

Alteracbes cromossdmicas patogénicas estdo descritas para essa regiao em
pacientes com cardiopatia isolada , mas 0s genes presentes na duplicacdo
identificada no paciente ndo estdo associados a malformagbes cardiacas. O
gene MBD3 ja foi anteriormente proposto como gene candidato para alteragfes
neuro-comportamentais, por fazer parte da familia de genes MDB, anteriormente
associada a desordens neurologicas. Entretanto essa associacdo foi proposta
para uma microdelecdo na regido 19p13.3, em que nao foram descritas

malformacgdes cardiolégicas associadas .
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Embora existam suspeitas sobre a patogenicidade de CNVs identificados
nessa regido, a correlacao genotipo-fenétipo nao foi estabelecida, especialmente
em microduplicaces como € o caso da paciente. Essa alteragéo é classificada

entdo como VOUS.
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4.5 O DIAGNOSTICO DE DOENCAS RARAS NO SISTEMA UNICO DE SAUDE.

O diagnostico genético no Sistema Unico de Saude (SUS) ganhou
novas dimensdes a partir da publicacdo da Portaria n® 199, de 30 de janeiro de
2014, que institui a Politica Nacional de Atencdo Integral as Pessoas com
Doencgas Raras, e prevé a realizagcdo no SUS de diversos procedimentos
diagnésticos, inclusive os utilizados nesse estudo. A politica instituida é
essencial para ampliar o acesso da populacdo brasileira a esse tipo de
diagnostico, resgatando os principios que regem o SUS: universalidade,
equidade e integralidade da atencdo a saude da populacdo. Além disso,
assegura o pleno cumprimento do Artigo 226°, § 7° da Constituicdo Federal
brasileira, que diz ser de competéncia do Estado propiciar recursos educacionais
e cientificos para o exercicio do direito ao adequado planejamento familiar
(Constituicdo da Republica Federativa do Brasil de 1988).

A ampliacdo das possibilidades de diagndstico genético no SUS trazida pela
Politica Nacional de Atencao Integral as Pessoas com Doencas Raras ainda nao
atingiu seu potencial modificador uma vez que carece de mecanismos que
viabilizem sua implementacdo com maior agilidade, dando condicdes para a
habilitacdo e implementacdo dos centros de referéncia e dos centros

especializados em doencas raras, conforme previsto na legislacao.

A urgéncia na implentacdo dessa lei trds beneficios diretos ndo s6 a
populacdo mas também ao préprio SUS, uma vez que além de propiciar o
diagnostico, acompanhamento e tratamento com maior qualidade para os
pacientes o diagndstico genético tem se apresentado como uma importante

ferramenta na reducéo de custos em saude.

Levando em conta as enfermidades abordadas nesse estudo, a
deteccdo precoce das cardiopatias tem impacto significativo nos custos de
tratamento. Estima-se que a detecc¢do tardia das cardiopatias congénitas leve a
52% mais admissdes hospitalares, 18% mais dias de hospitalizacdo e aumento

global de 35% no custo por paciente .


https://legislacao.planalto.gov.br/legisla/legislacao.nsf/viwTodos/509f2321d97cd2d203256b280052245a?OpenDocument&Highlight=1,constitui%C3%A7%C3%A3o&AutoFramed
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Em relacdo as Dls, estudos mais pontuais compararam 0 custo do
diagnostico tradicional e do diagnéstico genético das Dls, utlizando o
sequenciamento completo do genoma (WES, do inglés whole-exome
sequencing). Estimou-se que o custo do diagndstico tradicional € de 16,409
dolares por paciente, e quando utilizado o diagndstico genético, esse custo cai
para 3,972 ddlares, tendo a vantagem de avaliar e levar ao aconselhamento
genético ndo so6 do paciente, mas também dos genitores. Essa reducdo de custo
se deve a significativa reducdo do numero de procedimentos, admissdes

hospitalares e dias de hospitalizacdo quando utilizado o diagnostico genético .

Mesmo a partir da utilizagdo das técnicas de estudo gendmico mais
complexas e caras do que as utillizadas nesse estudo, a capacidade de
diagnéstico e a reducdo no custo ressaltam a importancia da implantacdo de
técnicas de diagndstico genético também quando avaliadas do ponto de vista

econdmico.

A reducdo dos custos de diagnéstico e os beneficios no manejo dos
pacientes ressaltam a importancia do diagndstico genético na identificacao
precoce das CC e das Dls.

A implementagdo de técnicas modernas de diagndstico genético no SUS
garante ainda o cumprimento do artigo 196 da Constituicdo Federal brasileira,
gue preconiza a saude como um direito de todos e um dever do Estado. Esse
direito tem sido evocado com maior frequéncia nos ultimos anos, criando uma
onda crescente de judicializacdo de procedimentos meédicos. A obrigacdo de
disponibilizar pelo SUS, exames diagnéstico ou leitos de UTI, por exemplo, para
pacientes que ndo tenham acesso é imposta pelo Poder Judiciario em casos
judiciais, e deve ser cumprida em carater de urgéncia, tornando o0s

procedimentos ainda mais caros para o Estado .

A complexidade do panorama de doencas raras requer esforco
multiprofissional, envolvendo ndo s6 o Estado mas também centros de
pesquisa, profissionais, associacdes de familiares/pacientes e a industria
farmacéutica . Os beneficios dessa a¢ao conjunta envolvem o desenvolvimento

da pesquisa cientifica no pais, disponibilidade de qualificacédo para profissionais
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em saude, aparelhamento e reducédo de custos para o SUS e, mais importante, 0

acesso do paciente a procedimentos diagndésticos e de promocgéao da saude.
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. CONCLUSOES

Esse estudo confirma a eficiéncia da identificagéo de alteragdes cromossomicas
para o diagnéstico genético de pacientes que apresentam cardiopatias

congénitas e DI pelas técnicas utilizadas nesse estudo.

A taxa de diagndsticos alcangados nesse estudo (75%) comprovou a eficiéncia e
a aplicabilidade do fluxograma proposto para a identificagdo das causas

genéticas de cardiopatias congénitas e de DI.

Do total de pacientes analisados, 70% apresentaram alteragcbes cromossomicas
submicroscopicas que ndo teriam sido diagnosticados por cari6tipo

convencional.

O estudo apresentado ressalta a importancia da diversificacdo das técnicas de
diagnéstico genético para maximizacdo da capacidade diagnoéstica,

especialmente a partir da inclusédo de técnicas de citogenética molecular.

O diagnéstico de 45% dos pacientes avaliados a partir da andlise por MLPA
confirma a eficiéncia dessa técnica na identificacdo de alteracdes

cromossOmicas quando associada a uma indicacao clinica bem fundamentada.

A identificacdo de 9 dos 20 pacientes como portadores da Sindrome de delecao
220911.2 ressalta a importancia da triagem dessa alteracdo submicroscopica em

pacientes portadores de cardiopatias e DI.

A ocorréncia de quatro pacientes que ndo apresentaram alteracdes identificaveis

nos exames propostos indica que o fluxograma de diagndstico proposto pode
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ser melhorado a partir da ampliacdo que inclua técnicas de deteccdo de

mutacoes.

Os genes TBLX1R1 e FOXC1 foram sugeridos como genes-candidatos para
explicar a associagao entre deficiéncias intelectuais e cardiopatias congénitas,
sendo necessarios estudos posteriores para investigar a atuacao desses genes

nas patogenias estudadas.

O gene POTEA foi sugerido como gene-candidato para ocorréncia de CC
isolada e os genes KCNQ2, CHRNA4 e EEF1A2, podem estar relacionados a DI
associada a epilepsia. Estudos posteriores podem elucidar a importancia desses

genes em cada patologia.

A diversidade de fenoétipos encontrados e os dados coletados nesse estudo
indicam uma diversidade de regides genbmicas associadas a ocorréncia de
CCs. Estudos futuros poderédo elucidar melhor a recorréncia das alteracdes
identificadas nesse estudo e na literatura também em casos de cardiopatias

congénitas isoladas.
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Abstract

Rare recurrent chromosomal microrearrangements represent a challenge for clinicians
to ensure correlation with phenotype due to paucity of previously described cases.
Microdeletions of TBL1XR1 have been described in only two families so far, both presenting
intellectual disability and dysmorphisms. Here we present a patient harboring a TBL1XR1
microdeletion detected by chromosome microarray analysis. In addition to ID, has
dysmorphic features and multiple cardiac malformations thus contributing to phenotypic

characterization of this rare microdeletion.

Introduction

Intellectual Disability (ID) affects 1-3% of world general population. Because of its
implications on the patient’s health and quality of life, this condition represents a great public
health problem. The genetic search for the causes of DI remains a challenge; however the
high number of DI occurrences associated with other phenotypes, directs the search for
genetic diagnosis towards the use of chromosomal analysis, using classical and molecular
cytogenetics [Moeschler, 2010]. The modern use of such sensitive pan-genomic techniques
has allowed the detection of pathogenic copy number variations (CNV) and the identification

of disease-causing genes [Miller et al., 2009].

Here we describe a girl that harbors a microdeletion of TBLX1R1 gene, which has been
previously related to Intellectual Disabilities [Tabet et al., 2014; Pons et al., 2015]. Our
patient, in addition to ID, has dysmorphic features and multiple cardiac malformations thus

contributing to phenotypic characterization of this rare microdeletion.
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Clinical Report

The patient is a 7-year-old girl, last born from unrelated healthy parents that has three male

siblings, one of which has mild intellectual disability but is not dysmorphic.

The patient was born after normal delivery at 42 weeks of gestation. She had a birth
weight of 2950 g (10" - 25" centile), a birth length of 47 cm (25" — 50" centile) and birth head
circumference of 33 cm (10" - 25" centile). Cardiopathy was diagnosed at three months of age
and the abnormalities involved atrial (ASD) and ventricular (VSD) septum defects, a
persistent truncus arteriosus (PTA) and moderate mitral insufficiency. The ASD and the VSD
had spontaneous resolution, however, surgery was performed to correct PTA at 5 months of
age, and the patient remained with a persistent laryngeal stridor after extubation. During the
first 6 months of life, failure to thrive was observed. During this period, the patient was

exclusively breastfed.

At 14 months the child had a weight of 6,320g (< 3' centile), a length of 67 cm (< 3
centile) and head circumference of 42,5 cm (< 2" centile), hand length 7,0 cm (< 3™ centile),
middle fingers length 2,6 (< 3" centile). Motor development was normal, she was able to
crawl at 7 months, to stand unaided at 12 months, and started to walk at 15 months old.
Language development was significantly delayed; she spoke her first words only at 30
months, and was only able to form sentences at the age of five. The patient is agitated and has
a compulsive behavior, particularly would recurrently peak at healing wound. Hearing
evaluation suggests normal hearing. Facial characteristics (Figure 1) included square face,
frontal bossing, midface hypoplasia, sparse eyebrows, bilateral epicanthus, hooded eyes,
bulbous nose, long philtrum, thin lips, crowded teeth, narrow palate, large pointed chin.

Hands are short with brachydactyly and clinodactyly of the fifth finger bilaterally. She has
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cutaneous syndactyly between 2" and 3' toes. In addition, it was observed that lower left

limb was thicker than the right with protruding visible veins.

A cranial tomography revealed premature closing of the sagittal suture and antero-
posterior growth of the cranium, although scaphoid skull was not visible. In addition, the
exam showed a low position of the cerebellar tonsils consistent with Chiari I malformation

that was so far asymptomatic.

Materials and Methods

Karyotyping

Standard G banding blood karyotype was determined for the patient, by standard

procedures.

Screening for 22g microdeletion

Screening for 22q and other microdeletion syndromes was performed using SALSA
MLPA P245 Microdeletion Syndromes probemix (MRC-Holland, Amsterdam, The

Netherlands) according to the manufacturer’s instructions.

Chromosomal Microarray

CMA was performed with a CytoScan 750K array (Affymetrix, Santa Clara, CA,
USA) according to the manufacturer’s recommendations. The platform is composed of
550,000 non-polymorphic CNV probes and more than 200,000 SNP probes with an average
resolution of 100 kb. The data were analyzed by using Chromosome Analysis Suite v2.1
Software (Affymetrix). The February 2009 human reference sequence (GRCh37/Hg19) was

used for genomic assembly.
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Results

The G-banding karyotype for the patient was 46,XX. The MLPA result shows no Copy
Number Variation (CNV) on the critical regions classically related to syndromic intellectual
disability screened with the SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndromes probemix (MRC-

Holland, Amsterdam, The Netherlands).

Chromosomal microarray analysis revealed 1,3 Mb-microdeletion on chromosome
3026.32: arr [hgl9] 3926.32 (176,025,379-177,377,006) (Figure 1B) encompassing one
coding gene, TBLX1R1 and part of a long non-coding RNA LINC00578. The phenotypically
normal mother and the brother with ID do not carry the microdeletion. Father was not
available for testing. A second microdeletion was identified at 2p22.3 arr[hgl9]
2p22.3(33,460,847-34,777,068)x1 and considered possibly benign for being present in the

mother.

Discussion

The genetic search for the causes of ID and related neurodevelopmental disorders are
challenging due to clinical and genetic heterogeneity, hence the identification of single gene
involved in the genesis of this disorder represent hopes for improving diagnostic process and

offer new targets for therapy.

This work presents a patient with a microdeletion of a single gene, the TBLX1R1, who
present mild intellectual disabilities, dysmorphic features, and cardiac malformation.
Literature revision revealed two other publications that have also identified patients with
similar deletions including TBLX1R1 gene. Combined, the data provided here is important in
defining the phenotype linked with the haploinsufficiency of the TBLX1R1 gene and its role in

Intellectual Disability and other phenotypes.
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Pons and coworkers [2015], described a familial case of a 708 kb microdeletion
involving only the TBLX1R1 gene, the inherited deletion on an 8-year-old girl was passed on
from her mother, both presenting syndromic ID, mostly related to language development
delay. At the same year, Tabet and coworkers [2014] described a 6-years-old girl with a 1.6
Mb deletion that contained the last exon of NAALADL2 gene, the TBL1XR1 gene, five
pseudogenes (LOC442097, EI24P1, LOC100131216, MTND5P15, and ASS1P7) and a
putative non-coding RNA (uncharacterized LOC100505547). Although this deletion is
larger, the patient phenotype is similar to the patient described here and the family described

by Pons et a. (2014).

Six other cases of microdeletion including the TBLX1R1 gene were briefly described
in the DECIPHER database, (249559, 249927, 258003, 263688, 280844, 289477), but
represent larger CNVs containing several characterized genes, and little or no description of

patients phenotype.

Our patients phenotype is consistent with previous reports by Pons et al., [2015] and
Tabet et al.,[2014]. Taken together, the main clinical signs of the TBLX1R1 gene deletion
includes mild to moderate intellectual disability, delayed language development and a pointed
chin (present in all 4 patients described). In most of the patients (three out of four), it was also
observed dental crowding, low set ears, clinodactily of the 5th finger, partial syndactyly of 2™

and 3" toes and long fingers and thumbs. Cardiac defects were not reported previously.

In addition, point mutations in TBLX1R1 gene were reported by O’Roak and co-
workers [2012a and 2012b]. They identified two de novo TBL1XR1 mutations (p.Leu282Pro)
and (p.1le397Serfs19) in different patients, both presenting autism spectrum disorders (ASD)

and severe ID with no other obvious dysmorphisms.

The TBL1XR1 gene (transducin beta-like 1 X-linked receptor 1-
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NM_024665 — OMIM 608628), also known as TBLR1 or IRA1, encodes a protein of 515-
amino acids, which contains seven WD40 domains and one LisH (lis homology) domain that
mediates protein di- and tetramerization. The TBL1XR1 is a nuclear protein found in most
tissues. It was originally identified as a component of the SMRT/N-CoR corepressor
complexes that regulate multiple signal transduction pathways and gene transcriptions,
including the nuclear receptor and Wnt/g-catenin pathways, among others [Zhang et al,
2002; Li and Wang, 2008; Perissi et al, 2008]. It interacts with histones H2B and H4, and
plays a role in transcription mediated by nuclear receptors by regulating the switch from gene
repression to gene activation during mammalian development [Perissi et al, 2008],. The
switch mechanism depends on the interaction of the nuclear receptor complex with different
co-activators or co-repressors, directing the nucleus to transcriptional activation or repression.
In addition, TBL1XR1 also plays an important role in Wnt signaling, which influences
biological processes such as determination of cellular polarity, proliferation, and migration;
craniofacial and neural development; cardiac development; tumorigenesis and metastasis; and

stem cell differentiation and renewal [Flaherty et al, 2011].

The canonical Wnt signal transduction pathway requires Wnt molecules to bind the
Fz-LRP5/6 receptor complex which results in the cytoplasmic stabilization and nuclear
accumulation of b-catenin where it complexes with T-cell factor/lymphoid enhancer factor to
modulate transcription of Wnt Family genes [Flaherty et al, 2011]. It has been demonstrated
that enhancing the binding of TBL1XR1 (TBLR1) leads toan increase in b-catenin-mediated
Wnt activation [Choi et al, 2011]. The b-catenin—Tcf-mediated Wnt pathway of signaling has
been described as essential for normal brain function, thus placing TBL1XR1 as a likely

candidate in the genesis of ID [Saitsu et al, 2014].


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4090741/#bib50
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The role of TBL1XR1 on Whnt signaling and the consequences of this pathway on both
brain and cardiac development corroborates the phenotype of our described patient and makes

TBL1XR1 a good candidate to explain ID and cardiopathy associations.
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