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RESUMO

Rearranjos cromossdmicos estruturais sdo causados a partir da formagéo de quebras
de dupla fita (DSB). As DSBs juntamente com o mecanismo de reparo envolvido, sdo
responsaveis pelo surgimento de diferentes rearranjos cromossémicos estruturais,
como delegdes, duplicagdes, inser¢oes, translocagdes e inversdes. Esses rearranjos
mesmo quando equilibrados, como no caso de translocacdes e inversdes, podem
causar quadros clinicos nos individuos portadores. E possivel caracterizar e
diagnosticar a causa de seu fenétipo por meio da analise da regido do ponto de quebra
associado a formagéao do rearranjo. O uso de técnicas de citogenética e moleculares,
principalmente o cariétipo (Bandamento G e C), a analise por microarranjo (CMA), a
hibridacao in situ fluorescente (FISH) e o sequenciamento de nova geragao mate-pair
(NGS-mate-pair) sao algumas das técnicas utilizadas para a identificacdo de
rearranjos estruturais, sendo o NGS-mate-pair o mais adequado a pesquisa pela
regido do ponto de quebra de rearranjos equilibrados. O objetivo deste projeto foi
caracterizar rearranjos cromossOmicos estruturais aparentemente equilibrados
identificados ao cariotipo, e sua relagdo com o fendtipo dos portadores, utilizando para
isso diversas técnicas de citogenética classica e molecular. Foram selecionados 10
pacientes atendidos no Ambulatério de Genética do Hospital Universitario de Brasilia
(HUB-UnB) que apresentavam rearranjos cromossémicos aparentemente
equilibrados.. Foram realizadas técnicas como bandamento G e C, CMA, FISH e NGS-
mate-pair. Cada caso foi caracterizado individualmente, correlacionando-se o
rearranjo com o quadro clinico do paciente. O paciente 1, selecionado como portador
de inversao, apresentava uma duplicagao invertida em mosaico que incluia 90 genes.
O paciente 2 era portador do rearranjo 46,XY.,inv(7)(p13;936), herdado do pai afetado,
e apresentava uma delec¢ao na regiao 7p14.1-p12.3 (4,8 Mb) onde esta mapeado o
gene GLI3 que causa a sindrome de Greig. A paciente 3, apresentava o rearranjo
equilibrado 46,XX,1(2;9)(p25;913) e tinha deficiéncia intelectual moderada. O ponto de
quebra presente no cromossomo 2 interrompia o gene LINC00299, gene candidato ao
quadro clinico. O paciente 4, apresentava o0 rearranjo equilibrado
46,XY,1(2;11)(q14.2;912.1), cujo ponto de quebra no cromossomo 2, interrompia o
gene PTPN4, relacionando-se este gene com o quadro clinico de deficiéncia
intelectual e atraso psicomotor e cognitivo. As paciente 5 e 6 eram gémeas

monozigoticas e apresentavam o rearranjo equilibrado 46,XX,t(3;12)(926.31;914.3),



no ponto de quebra do cromossomo 12, havia a interrup¢cao de HMGAZ2, e o quadro
clinico de baixa estatura e macrocrania, similar a sindrome Silver-Russell, pdde ser
relacionado a esse rearranjo. As gémeas monozigoticas 7 e 8 apresentavam o
rearranjo equilibrado 46,XX,1(9;20)(921.12;q11.23) e o quadro clinico de transtorno do
espectro autista. Na regido do ponto de quebra do cromossomo 20, havia a
interrupcédo do gene DLGAP4, proposto como causa do quadro clinico de transtorno
do espectro autista. A paciente 9 era portadora da translocagdao equilibrada
46,XX,1(2;19)(g31;913.1) e apresentava baixa estatura e deficiéncia intelectual. N&o
foi possivel realizar o NGS mate-pair para caracterizagdo do ponto de quebra. O
paciente 10, apresentava o0 rearranjo complexo 46,XY,del(18)(p11.32-
p11.31)/del(18p11.2)mos e seu quadro clinico de deficiéncia intelectual e atraso no
desenvolvimento, além de dismorfias craniofaciais e nas maos, relacionava-se com a
sindrome de 18p. Em todos os casos em que o estudo foi concluido foi possivel
identificar genes candidatos ao quadro clinico. Assim, demonstramos que o emprego
de métodos de citogenética classica e molecular associados ao sequenciamento de
nova geragao constituem uma importante estratégia para investigagdo da etiologia

dos quadros clinicos em portadores de rearranjos cromossémicos.

Palavras-chave: rearranjos cromossémicos estruturais, translocagdes equilibradas,

CMA, microarranjo, NGS, mate-pair, FISH, gene candidato, ponto de quebra.



ABSTRACT

Structural chromosome rearrangements are caused by the formation of double-strand
breaks (DSB) in DNA. The DSBs, together with the repair mechanism involved, are
responsible for the emergence of different structural chromosome rearrangements,
such as deletions, duplications, insertions, translocations and inversions. These
rearrangements even when balanced, like translocations and inversions, can cause
important and diverse clinical phenotype in the affected individuals. It is possible to
characterize and diagnose the cause of its phenotype by analyzing the region of the
breakpoints formed in each rearrangement. The use of cytogenetic and molecular
techniques, especially karyotype (G and C banding), microarray analysis (CMA),
fluorescent in situ hybridization (FISH) and new generation sequencing mate-pair
(NGS-mate-pair) are some of the techniques used for the identification of structural
rearrangements, the NGS-mate-pair being the most suitable for the analysis of the
breakpoint region of balanced rearrangements. The aim of this project was to
characterize apparently balanced structural chromosome rearrangements, based of
karyotype analysis, and its relation with the phenotype of the carriers, using several
classical and molecular cytogenetic techniques. We have selected 10 patients from
the Genetic Outpatient Clinic of the University Hospital of Brasilia (HUB-UnB) who
showed apparently balanced chromosome rearrangements, such as translocations or
inversions in several genes. Each DNA sample was examined using techniques such
as G/C-banding, CMA, FISH and NGS-mate-pair. Each case was individually
characterized, correlating the rearrangement with the patient’s clinical phenotype.
Patient 1, selected as carrier of an inversion, had an inverted duplication in mosaic that
included 90 genes. Patient 2 carried the rearrangement 46,XY,inv(7)(p13;936),
inherited from the affected parent, and has a deletion in the 7p14.1-p12.3 (4.8 Mb)
region, where the gene GLI3 is mapped; this gene is responsible for the manifestation
of the Greig syndrome. Patient 3 presented the balanced rearrangement 46,XX,t(2;
9)(p25; q13) and had moderate intellectual disability. The breakpoint present on
chromosome 2 revealed the disruption of LINC00299, gene candidate for the clinical
phenotype. Patient 4 presented the balanced rearrangement 46,XY,t(2;11)(q14.2;
g12.1), whose breaking point on chromosome 2 interrupts the PTPN4 gene, relating
this gene to the clinical phenotype of intellectual disability, psychomotor and cognitive

retardation. Patients 5 and 6 were monozygotic twins and presented the balanced



rearrangement 46,XX,1(3;12)(q26.31;q14.3), at the breaking point of chromosome 12,
there is the interruption of HMGAZ2, and the frame clinical findings of short stature and
macrocrania, similar to the Silver-Russell syndrome, may be related to this
rearrangement. The monozygotic twins 7 and 8 presented the balanced
rearrangement 46,XX,1(9;20)(g21.12;q11.23) and the clinical phenotype of autism
spectrum disorder. In the breakpoint region of chromosome 20, there was a disruption
of the DLGAP4 gene, the first time related to the clinical phenotype of autism spectrum
disorder. Patient 9 carried the balanced translocation 46,XX,t(2;19)(q31;q13.1) and
presented with short stature and intellectual disability. Patient 10 presented the
complex rearrangement 46,XY,del(18)(p11.32-p11.31)/del(18p11.2)mos and its
clinical phenotype of intellectual disability and developmental delay, as well as
craniofacial and limbs dysmorphia is related to the syndrome of 18p. In all cases where
the study was concluded it was possible to identify candidate genes for the clinical
phenotype. In this study, we have demonstrated that the use of classical and molecular
cytogenetic methods associated with the new generation sequencing constitute an
important strategy for investigating the etiology of clinical conditions in patients with

chromosomal rearrangements.

Keywords: structural chromosomal rearrangements, balanced translocations, CMA,

microarray, NGS, mate-pair, FISH, candidate gene, breakpoint.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo de algumas anormalidades cromossdmicas
estruturais mais comuns. Os raios vermelhos indicam a regido da quebra de
dupla fita dO DINA ... e e e e e aees
Figura 2. Esquema simplificado da formacdo de DSBs durante a meiose em
leveduras. Primeiramente, a proteina SPO11, que tem atividade relacionada a
topoisomerase Il, catalisa a formagao de DSBs durante a préfase | e fica ligada
covalentemente as extremidades separadas. Logo em seguida, SPO11 é
liberada através da acdo de endonuclease de um complexo protéico (MRX/N),
seguida pela remogao 5’-3’ em diregado as DSBs pela agao de Exo1. As fitas
simples de DNA resultantes identificam e invadem um DNA duplex homdélogo
por meio da agao das proteinas Dmc1 e Rad51. O reparo das DSBs ocorre via
recombinacdo homologa (HR), gerando tanto o DNA recombinado como o néo-
=Yoo o 1 o1 =T [ USSR
Figura 3. Esquema que representa a via e reparo por NHEJ. 1) uma DSB é
reconhecida pelo heterodimero Ku70/80, que provavelmente tem a funcio de
evitar a degradagédo do DNA, além de sinalizar o DNA para as DNA-PKcs. Em
seguida. 2) as duas extremidades de DNA ficam proximas. 3) as DNA-PKcs e
a proteina Artemis sdo fosforiladas e as extremidades do DNA sao
processadas por um complexo protéico de XLF, XRCC4 e DNA ligase IV. 4) As
extremidades soltas de DNA sao religadas pela DNA ligase IV e pelos fatores
dereparo de DNA. ... e

Figura 4. Processamento das extremidades de DSBs durante o mecanismo
NHEJ. Em (A), as extremidades 3’ da DSB esta com a hidroxila defeituosa
(sinal *), e dessa forma, impedindo a ligacdo das extremidades. Essas
extremidades 3’ sdo corrigidas via proteina quinase e associados. Em (B), as
extremidades ndo podem ser ligadas porque ha uma regido de DNA impedindo.
Por meio da proteina Artemis, esses nucleotideos s&o eliminados (setas com
ponta preta e branca) e as extremidades agora podem ser reunidas. Em (C),
ocorre o contrario de (B), pois aqui ha a correto reconhecimento das

extremidades 3’, mas ha um espacgo vazio que precisa ser completado (linha
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tracejada) para que a DSB esteja completamente
(=S = U] =T - P

Figura 5. Esquema que representa a formagao de rearranjos cromossdmicos
por meio da via NAHR. A) Recombinagédo ectdpica entre LCRs na mesma
orientagao trans, pode originar dele¢do e duplicag&o reciproca, enquanto que
recombinacao ectdpica entre LCRs inversamente orientadas em cis podem
resultar em uma inversao. (B) NAHR pode produzir delegbes e duplicagdes de
trés diferentes formas: recombinacéo intercromossdmica, intracromossémica
ou intracromatides (nesse caso, somente delecbes). NAHR entre LCRs
invertidas em cromatides irmas podem também resultar na formagao de um
K50 T3 ro] g To 1= o] o o TR

Figura 6. Esquema representando o mecanismo de enrolamento de forquilha
de replicagdo com mudanga de fita molde (FoSTeS). Em (i) A fita simples de
replicagéo lagging pode ter sua forquilha de replicagao parada. (ii) Quando isso
acontece, a extremidade 3’ se torna livre da sua sequencia original e (iii) pode
entdo se alinhar com outra sequencia de fita simples em outra forquilha de
replicagdo com a qual compartiihe microhomologia, (d) podendo causar
delecgdes, inversdes ou translocagdes dependendo da posi¢ao relativa da outra
forquilna de repliCaga0..........eeeeiiieiieiie e

Figura 7. Esquema representando o mecanismo de MMBIR. Esse mecanismo
comega quando (i) uma forquilha de replicagdo para quando encontra uma
falha da fita ou pode ser causado ainda por uma endonuclease. (ii) a
extremidade 5’ da molécula com a quebra (vermelha) sofre ressecgédo expondo
a extremidade 3. (iii) essa extremidade entdo se anela a qualquer DNA fita
simples exposto com o qual compartilhe microhomologia, em qualquer forquilha
de replicagao repetidas vezes (iv, v, vi, vii, viii) até que, como resultado, seja

construida uma sequencia com diversos segmentos gendémicos diferentes

Figura 8. Esquema que apresenta efeitos da presenca de uma inversao ao
nivel do DNA. Na figura os genes estao representados pelas letras A-D. A letra
P representa a regido promotora do gene, as setas representam os pontos de
quebra no DNA. Como € possivel ver, uma inversao pode ter seu ponto de

quebra em regido nao-codificante, ter um ponto de quebra dentro de um gene,
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fazendo com que ele seja interrompido posteriormente e, ainda, ter ponto de

quebra entre dois genes, podendo ocasionar a criacdo de uma fusdo

Figura 9. Esquema que mostra as consequéncias funcionais de uma
translocacao equilibrada. Na parte superior: formagéo de um gene hibrido que
leva a formacéo de uma proteina quimérica. Na parte inferior: formacédo de um
gene hibrido que leva a desregulacédo da expressao de um gene adjacente ao
ponto de quebra. Setas vermelhas: pontos de quebra................ccooiiiiiiinnnl

Figura 10. Esquema que representa o mecanismo da técnica FISH. O primeiro
passo (1) é desenhar sondas especificas para a regido que se quer analisar.
Feito isso, o DNA passa por varias etapas para que sejam despareadas as
duplas fitas a fim de permitir que a sonda se ligue na regido designada (2).
Apds um processo de lavagem, observa-se ao microscopio de fluorescéncia a

presenca ou N4o da regido avaliada (3)........cooeiiiiiiiiiiiiiii s

Figura 11. Esquema que descreve a técnica de Microarranjo one channel.
Primeiro, o DNA-teste é tratado e recebe uma marcagdo com fluorocromo
(verde, no caso). Depois ele é hibridizado ao chip que contém milhares de
sondas complementares a pedagos de todo o genoma humano. A intensidade
do sinal € medida em cada ponto e o resultado € mostrado em um programa
ESPECITICO. ..

Figura 12. Esquema que representa o principio do método de sequenciamento
do tipo mate-pair (MP). Primeiramente, o genoma teste é fragmentado e
somente os insertos de 5 kb sdo selecionados. Esses insertos sdo entdo
marcados por biotina em ambas suas extremidades. Os insertos séao
circularizados, de forma a conectar ambas as extremidades. Os fragmentos
passam novamente por uma digestdo e fragmentam em sequéncias de 300-
500 pb, purificados (com uso de beads magnéticos ou outros) e depois sao
ligados a adaptadores especificos (A1 e A2). Sequéncias de 100 pb séo
sequenciadas dos dois lados e depois, realinhados em comparagcdo de um

genoma de referencia para determinar a localizagdo de cada fragmento paired-

Figura 13. Desenho que mostra as possiveis imagens referentes ao resultado

de um sequenciamento do tipo mate-pair (MP) quando alinhado a um genoma
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de referencia. A) quando o mapeamento € normal, a distancia entre os
adaptadores do reads € igual ao inserto, e na orientag&o correta, indicando que
nao ha variagéo estrutural na regido. B) dele¢cdo, quando a distancia entre os
adaptadores dos reads € maior no genoma referencia. C) inversédo, quando a
distancia entre os adaptadores dos reads é igual ao genoma referencia, mas o
sentido dos reads € contraria e no mesmo cromossomo. D) duplicagdo ou
insercdo, quando a distancia entre os adaptadores dos reads € menor no
genoma referencia. E) translocagao, quando um dos reads do par é localizado
em um cromossomo € o outro read em outro cromossomo nhao-
NOMIBIOGO. ...

Figura 14. Esquema representando o workflow do método de sequenciamento
mate-pair, feito em colaboracdo com a Universidade de Copenhagen
(B T= o 4= T o= | TP OPRPPP

Figura 15. Esquema ilustrativo de analise de reads discordantes a partir do
sequenciamento mate-pair acima. Abaixo, a representacdo de dois
cromossomos derivativos resultantes de uma translocacdo entre os
cromossomos 9 e 20, com os pontos de quebra identificados pelos reads
discordantes nas regides 9921.12 e 20911.23. Observe que os reads azuis em
der 9 (fita negativa), sdo pareados com os reads rosas encontrados em der 20
(fita positiva). Da mesma forma, os reads em azul encontrados em der 20 (fita
negativa), sdo pareados com os reads em rosa encontrados no der 9 (fita
positiva). O ponto de quebra é identificado quando mais de trés reads
discordantes s&o encontrados em determinada regido — 9912.21 e 20q11.23 —
e sdo visualizados exatamente entre os reads que estdo mais proximos no
resultado e que estdo em fitas diferentes NO DNA...........cccooii i

Figura 16. Resultado da analise cromoss6mica por microarranjo do paciente
1. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes) e representa a regido de duplicagdo no cromossomo
17, como segue: 17924.2-17q925.3 (64,312,801-75,884,602 bp, hg19). b) linha
gue mostra todas as sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo em
questdo. Note-se que na regido da duplicagdo as sondas correspondentes
aparecem em maior quantidade do que o normal. c) linha que mostra a

quantidade de copias referentes as sondas da linha anterior. Note-se que na
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regido da duplicagédo ha trés copias para essa regido de sondas. d) linha que
mostra regides de perda de heterozigose, quando presente. €e) linha
correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que na regiao
de duplicagdo ha uma quarta linha nessa regiéo. f) faixa de genes descritos na
Fegi8o €M NGO e 62
Figura 17. Resultado da analise de FISH em metafases do paciente 1. Foram
analisadas diversas metafases. Na imagem a esquerda, € possivel identificar
a presenca de ambas as sondas RP11-4F22 (vermelho) e RP11-155C2 (verde)
nos cromossomos 17, representadas pelas setas mais grossas. Também é
possivel identificar a sonda verde inserida em outro cromossomo do grupo C,
possivelmente um 6 ou 7 (seta mais fina). A imagem a direita mostra o resultado
do FISH com as mesmas sondas em uma amostra controle. As sondas estao
localizadas em ambos os cromossomos 17 (setas) e a distancia entre elas é
similar a distancia mostrada no cromossomo 17 do paciente na imagem a
esquerda (seta vertical). Ja o outro cromossomo 17 do paciente (seta diagonal)
mostra as duas sondas muitos mais proximas, sugerindo que neste existe uma
inversao na regido. Esquema abaixo representa a posicdo e marcagéo das
sondas RP11-4F22 (vermelha) e RP11-155C2 (verde) no cromossomo 17
T 0 =1 o o T USSP 63
Figura 18. Resultado da analise cromossémica por microarranjo do paciente
2. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes) e representa a regido de delegédo na regido do brago
curto do cromossomo 7p14.1-p12.3 (40,607,731-45,408,798 bp, hg19), que
inclui o gene GLI3, responsavel pelo quadro clinico apresentado. b) linha que
mostra todas as sondas n&o-polimorficas presentes no cromossomo em
questdo. Note-se que na regido da delegcdo as sondas correspondentes
aparecem em menor quantidade do que o normal. c¢) linha que mostra a
guantidade de copias referentes as sondas da linha anterior. Note-se que na
regido da delegcdo ha uma coépia para essa regido de sondas. d) linha que
mostra regides de perda de heterozigose, quando presente. e) linha
correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que na regiao

da delecédo ha apenas duas linhas. f) faixa de genes descritos na regido em 69



Figura 19. Translocagédo apresentada na paciente 3 (A) e no seu filho (B). A)
Cariotipo e representagédo diagramatica da translocagéo equilibrada entre os
cromossomos 2 e 9 identificada no DNA da paciente 3. B) Carittipo e
representacdo diagramatica de um cromossomo derivativo extranumerario —
marcador — encontrado NO filNO..........coooriiiiiii

Figura 20. Resultado da analise cromossOGmica por microarranjo da paciente
3, a qual apresenta uma translocagao equilibrada entre os cromossomos 2 e 9.
a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplica¢des e vermelho
para delegdes), indicando que ndo existem alteragdes significativas nos
cromossomos 2 e 9 da paciente 3. b) linha que mostra todas as sondas n&o-
polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que esta normal
em ambos cromossomos. c) linha que mostra a quantidade de copias
referentes as sondas da linha anterior. Novamente, esta normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose, quando
presente. e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-
se que esta normal para ambos os cromossomos. f) faixa de genes descritos
NA regifio €M NGO e

Figura 21. Resultado da analise cromossdmica por microarranjo do filho da
paciente 3. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagdes
e vermelho para dele¢des) e representa a regido de duplicagdo no cromossomo
2 e 9, como segue: 2p25.3p25.1 (12,770-8,187,008)x3 (hg19) e 9p24.3913
(208,454-68,358,120)x3 (hg19). b) linha que mostra todas as sondas nao-
polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que na regido da
duplicagdo no cromossomo 2, as sondas correspondentes aparecem em maior
quantidade do que o normal. Note-se também, que na regido da duplicagado no
cromossomo 9, as sondas também aparecem em maior quantidade que o
normal, mas nesse caso, hao podemos saber exatamente onde termina essa
duplicagado pois envolve o brago curto e parte de uma regido centromérica e/ou
de heterocromatina, que apresenta sequencias de DNA repetitivo. c) linha que
mostra a quantidade de cépias referentes as sondas da linha anterior. Note-se
que na regido da duplicagdo ha trés copias para essa regido de sondas em
ambos os cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose,

quando presentes. e) linha correspondente as sondas do tipo SNP
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(genotipagem). Note-se que na regido de duplicagdo ha uma quarta linha nessa
regido. f) faixa de genes descritos naregidoemhg19.......cccoooveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenes
Figura 22. Resultado da analise cromossémica por microarranjo da paciente 3
(em rosa) em comparagédo com o resultado do filho da paciente 3 (em azul),
mostrando o ponto de quebra no cromossomo 2p25.3p25.1 (12,770-8,187,008
bp, hg 19)x3 no microarranjo do filho, que atinge a regido entre os dois ultimos
exons do gene LINCOO0299.........ooo e

Figura 23. Resultado da analise cromossdémica por microarranjo da paciente 3
(em rosa) em comparagédo com o resultado do filho da paciente 3 (em azul),
mostrando o ponto de quebra no cromossomo 9p24.3q13 (208,454-
68,358,120, hg 19)x3 no microarranjo do seu filho, que atinge o brago curto e
parte da regido centromérica e/ou heterocromatina, ndo especificada por se

tratar de uma regiao de sequencias repetitivas de

Figura 24. Resultado da analise cromossGmica por microarranjo do paciente
4. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes), indicando que n&o existem altera¢des significativas
nos cromossomos 2 e 9 do paciente 4. b) linha que mostra todas as sondas
nao-polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que mostra a quantidade de cépias
referentes as sondas da linha anterior. Novamente, esta normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose (LOH).
Nota-se dois blocos de auséncia de heterozigose no cromossomo 2 do
paciente 4, muito provavelmente devido a consanguinidade dos seus genitores.
e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que
esta normal para ambos os cromossomos, exceto nas regides de LOH, em que

esta ausente o gendtipo heterozigoto. f) faixa de genes descritos na regidao em

Figura 25. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 2
(chr2:119,874,759-119,874,835 (hg38)). Acima, imagem do programa |GV
2.3.92 mostrando os reads discordantes presentes na amostra do paciente 4.
As setas e a faixa vermelha acima representam a localizagdo do ponto de

quebra. Abaixo, imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo
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programa SVDetect. Os cromossomos sdo mostrados em sequéncia em volta
da circunferéncia e a linha verde representa uma translocacdo entre os
cromossomos 2 (detalhe) e 11. No detalhe é possivel ver, escrito em verde, o
gene PTPN4 na regido do ponto de quebra.............cc.uuuveiiiiiiiiiiiiiiiieeee
Figura 26. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 11
(chr11:57,242,420-57,243,202 (hg38)). Acima, imagem do programa |GV
2.3.92 mostrando os reads discordantes presente na amostra do paciente 4.
As setas e a faixa vermelha acima representam a localizagdo do ponto de
quebra. Abaixo, imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo
programa SVDetect. Os cromossomos sdo mostrados em sequéncia em volta
da circunferéncia e a linha verde representa uma translocacdo entre os
cromossomOS 2 € 11 (detalNe).........uueeiiiiiiiiiii e
Figura 27. Resultado da analise cromossOGmica por microarranjo da paciente
5, irma gémea monozigoética da paciente 6. a) linha que mostra os segmentos
alterados (azul para duplica¢des e vermelho para deleg¢des), indicando que ndo
existem alteragdes significativas nos cromossomos 3 e 12 da paciente 5. b)
linha que mostra todas as sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo
em questdo. Note-se que esta normal em ambos cromossomos. c) linha que
mostra a quantidade de copias referentes as sondas da linha anterior.
Novamente, esta normal em ambos os cromossomos. d) linha que mostra
regides de perda de heterozigose, quando presentes. e) linha correspondente
as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que esta normal para ambos

os cromossomos. f) faixa de genes descritos na regido em

Figura 28. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 3
(chr3:174,961,172-174,963,250 (hg38)). Acima, imagem do programa IGV
2.3.92 mostrando os reads discordantes presentes na amostra das pacientes
5 e 6 (s6 é mostrado o resultado da analise da paciente 5, mas como sdo
gémeas monozigoticas, o resultado da paciente 6 pode ser deduzido). As setas
e a faixa vermelha acima representam a localizacdo do ponto de quebra.
Abaixo, imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo programa
SVDetect. Os cromossomos sao mostrados em sequéncia em volta da

circunferéncia e a linha verde (clara) representa uma translocagéo entre os
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cromossomos 3 (detalhe) e 12. No detalhe € possivel ver, escrito em verde, o
gene NAALADL2 na regiao de

Figura 29. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 12
(chr12:65,851,728-65,851,528 (hg38)). Acima, imagem do programa |GV
2.3.92 mostrando os reads discordantes presentes na amostra das pacientes
5 e 6 (s6 € mostrado o resultado da analise da paciente 5, mas como sao
gémeas monozigoticas, o resultado da paciente 6 pode ser deduzido). As setas
e a faixa vermelha acima representam a localizacdo do ponto de quebra.
Abaixo, imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo programa
SVDetect. Os cromossomos sao mostrados em sequéncia em volta da
circunferéncia e a linha verde (clara) representa uma translocagéo entre os
cromossomos 3 e 12 (detalhe). No detalhe € possivel ver, escrito em verde, o
gene HMGA2 na regi@o de qQUEDIA...........uuiiiiiiiiiiiiiiiie e
Figura 30. Carittipo referente a paciente 7, mostrando a translocagéo entre os
cromossomos 9 e 20. Cortesia do Hospital Sarah Kubitschek..........................

Figura 31. Resultado da analise cromossOGmica por microarranjo da paciente
7. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes), indicando que n&o existem altera¢des significativas
nos cromossomos 9 e 20 da paciente 7. b) linha que mostra todas as sondas
nao-polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que mostra a quantidade de cépias
referentes as sondas da linha anterior. Novamente, esta normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose (LOH).
Nota-se dois blocos de auséncia de heterozigose no cromossomo 9 da
paciente 7, muito provavelmente devido a consanguinidade dos seus genitores.
e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que
esta normal para ambos os cromossomos, exceto nas regides de LOH, em que
esta ausente o gendtipo heterozigoto para o cromossomo 9. f) faixa de genes
descritos na regido em g9, ...

Figura 32. Resultado da analise cromossOGmica por microarranjo da paciente
8. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e

vermelho para delegdes), indicando que n&o existem altera¢des significativas
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nos cromossomos 9 e 20 da paciente 8. b) linha que mostra todas as sondas
nao-polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que mostra a quantidade de cépias
referentes as sondas da linha anterior. Novamente, esta normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose (LOH).
Nota-se dois blocos de auséncia de heterozigose no cromossomo 9 da
paciente 8, muito provavelmente devido a consanguinidade dos seus genitores.
e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que
esta normal para ambos os cromossomos, exceto nas regides de LOH, em que
esta ausente o gendtipo heterozigoto para o cromossomo 9. f) faixa de genes
descritos na regi@o em g9, ...
Figura 33. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 9
(chr9:70,379,607-70,379,994 (hg38)). Acima, imagem do programa IGV 2.3.92
mostrando os reads discordantes presentes na amostra das pacientes 7 e 8
(s6 € mostrado o resultado da analise da paciente 7, mas como s&o gémeas
monozigoticas, o resultado da paciente 8 pode ser deduzido). As setas e a faixa
vermelha acima representam a localizacdo do ponto de quebra. Abaixo,
imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo programa SVDetect. Os
cromossomos sdo mostrados em sequéncia em volta da circunferéncia e a
linha verde (clara) representa uma translocagdo entre os cromossomos 9

(detalhe) e 20. No detalhe é possivel ver que n&o ha genes envolvidos nessa

Figura 34. Mapeamento do ponto de quebra no cromossomo 20
(chr20:36,440,488-36,440,653 (hg38)). Acima, imagem do programa |GV
2.3.92 mostrando os reads discordantes presentes na amostra das pacientes
7 e 8 (s6 é mostrado o resultado da analise da paciente 7, mas como sdo
gémeas monozigoticas, o resultado da paciente 8 pode ser deduzido). As setas
e a faixa vermelha acima representam a localizacdo do ponto de quebra.
Abaixo, imagem no formato CIRCOS do rearranjo filtrado pelo programa
SVDetect. Os cromossomos sao mostrados em sequéncia em volta da
circunferéncia e a linha verde (clara) representa uma translocagéo entre os
cromossomos 9 e 20 (detalhe). No detalhe é possivel ver, escrito em verde, o

gene DLGAP4 na regido da QUEDIa...........cc.uuuiiiiiiiiiieiiieee e
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Figura 35. Resultado da analise cromossOGmica por microarranjo do paciente
9. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes), indicando que n&o existem altera¢des significativas
nos cromossomos 2 e 19 da paciente 9. b) linha que mostra todas as sondas
nao-polimorficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que mostra a quantidade de cépias
referentes as sondas da linha anterior. Novamente, esta normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose, quando
presentes. e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem).
Note-se que esta normal para ambos os cromossomos. f) faixa de genes
descritos na regido em g9, ...

Figura 36. Resultado da analise cromossdmica por microarranjo do paciente
10. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagdes e
vermelho para delegdes) e representa a regido de dele¢do na regido do brago
curto do cromossomo 18, como segue: 18p11.32p11.31 x1 (5,136,226-
5,613,346 bp, hg19) e 18p11.2 x1mos (5,613,346-12,300,136 bp, hg19). b)
linha que mostra todas as sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo
em questdo. Note-se que na regido da deleg¢ao, as sondas mais distais em 18p
estdo marcando quantidade correspondente a delecdo total e as sondas
seguintes na regido de delegao em 18p aparecem em menor quantidade que o
normal, mas em maior quantidade que as anteriores, sugerindo uma delegao
em mosaico desse segmentos. c) linha que mostra a quantidade de copias
referentes as sondas da linha anterior. Note-se que na regido da delegédo ha
uma copia para essa regido de sondas. d) linha que mostra regides de perda
de heterozigose, quando presente. e) linha correspondente as sondas do tipo
SNP (genotipagem). Note-se que na regido da delegcédo ha apenas duas linhas.
f) faixa de genes descritos na regido em hg19...........ooiiiie

Figura 37. Resultado da analise de FISH nas metafases do paciente 10. Na
imagem a esquerda as setas mostram as sondas presentes nos cromossomos
18 do paciente. Nessa metafase, a sonda RP11-36J15 (verde) esta presente
em ambos os cromossomos e a sonda RP11-92G19 (vermelha) esta presente
somente em um, ou seja, ela esta deletada. Na imagem a direita, é possivel ver

somente o sinal verde em apenas um cromossomo 18, evidenciando nessa
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metafase a condicdo de mosaico dessa regido cromossdémica e, novamente
somente um sinal vermelho, confirmando a dele¢do dessa regido em um dos
cromossomos 18. O esquema abaixo representa a posicdo e marcacdo das
sondas RP11-92G19 (vermelha) e RP11-36J15 (verde) no cromossomo 18
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1.1. O DNA E AS ANOMALIAS CROMOSSOMICAS EM GERAL

As anormalidades cromossémicas sao resultado de alteragcdes na estrutura ou
no numero usual de cromossomos de um individuo, o que resulta em partes
rearranjadas do cromossomo, numero anormal de cromossomos individuais ou
numeros anormais de conjuntos cromossémicos inteiros (1-2).

Muitas mutagcdes cromossdmicas acarretam problemas no funcionamento
normal da célula e do organismo. Isso acontece porque as mutagdes cromossOmicas
podem resultar em numero ou posi¢gao anormal de genes e ainda a quebra do
cromossomo envolvido pode surgir no meio de uma sequencia génica, perturbando
assim a sua transcricéo e tradugdo em proteina, afetando sua fungéo esperada (1-2).

Existem teoricamente infinitas maneiras em que cromossomos podem se
reconfigurar e os principais tipos de altera¢gdes na estrutura dos cromossomos ja
descritos podem ser divididos em duas categorias: a) alteragbes em que a quantidade
total de informagao genética é alterada; e b) alteragées em que a quantidade total de
material genético continua a mesma, porém é rearranjada (3).

Dentro da primeira categoria estdo a delegdo ou perda de um segmento
cromossOmico (Figura 1); a duplicagdo, presenga de duas copias de uma regiao
cromossOmica especifica (Fig. 1), 0os isocromossomos, cromossomos que possuem
uma duplicacdo de um brago completo com ligagdo por um unico centrébmero e de
forma espelhada e, necessariamente a delegdo completa do outro brago, surgindo
quando as duas cromatides filhas se separam na meiose através de uma divisdo
transversal e n&do longitudinal (Fig. 1); os cromossomos em anel, formados quando
acontece a quebra de segmentos nas duas extremidades do cromossomo e, pela sua
instabilidade, eles se reconectam formando uma estrutura circular apresentando
centromero (Fig. 1) e os cromossomos marcadores, definidos como cromossomos
estruturalmente anormais formados por reordenamentos complexos e que ndo podem
ser caracterizados pela citogenética convencional (Fig. 1).

Ja na segunda categoria estao, por exemplo, a inversdo, que acontece quando
um segmento de um cromossomo sofre duas quebras no DNA, gira 180 graus e depois
se reune novamente ao cromossomo (Fig. 1); a translocagéo, que ocorre quando um
segmento de um cromossomo, sofre uma quebra no DNA e troca de posigdo com um

segmento de um outro cromossomo n&o-homologo (Fig. 1) (2-4).
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Delegdo terminal Delegdo intersticial Cromossomo em anel  Inversdo paracéntrica Inversdo pericéntrica

\ Fragmenlo E n Fragmento
deletado deletado \

/ Fragmento Fragmento
E E E ade’ewdo E H dE|Etad° / E E / E E
Duplicagdo Insergao Cromossomo marcador Translocagdo Isocromossomo E

| IE I T

Figura 1. Representagédo de algumas anormalidades cromossémicas estruturais mais comuns. Os

raios vermelhos indicam a regidao da quebra de dupla fita do DNA.

1.2. QUEBRAS DE DUPLA FITA NO DNA E MECANISMOS DE REPARO
FORMADORES DE REARRANJOS CROMOSSOMICOS ESTRUTURAIS.

A presenca de quebras de dupla fita no DNA (Double Strand Break - DSB) e o
seu consequente mecanismo de reparo sao geradores de rearranjos estruturais e
existem varias causas extrinsecas e intrinsecas que podem resultar na formacao de
uma DSB. As causas externas incluem substancias mutagénicas e radiagdes
ionizantes, principalmente raios-X e radiagdo Gama e luz ultravioleta (5).

Ja intrinsecamente, a formagao de DSB pode acontecer como resultado de
alteracdes na estrutura do DNA ocasionadas pela presencga de nucleases e produtos
metabdlicos, como as espécies reativas de oxigénio dentro das células. Além disso,
as DSBs também ocorrem naturalmente durante a meiose das células germinativas e
o reparo dessas DSBs é um evento necessario durante a recombinagdo homadloga,
conhecido também como crossing over, o que contribui para a variabilidade na
espécie (6-7).

Para explicar melhor, apresento como funciona a meiose em leveduras, ja
muito estudada e com similaridade evolutiva com outros organismos, incluindo os

mamiferos. As DSBs surgem durante a etapa conhecida como profase | pela agao da
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proteina SPO11, que tem atividade relacionada a topoisomerase Il. Essa proteina fica
covalentemente conectada as extremidades 5’ de cada fita de DNA separada e é
liberada através da agdo de uma endonuclease — Mre11 e/ou Sae2 — seguida de uma
remocao no sentido 3’- 5’ em dire¢cao a DSB pela atividade de exonuclease de Mre11
(8) (Figura 2). As extremidades de DNA s&o entdo removidas pela acéo de
exonuclease de Exo1 no sentido 5'- 3’ afim de expor extremidades 3’ de fita simples,
entdo proteinas de troca de fita como Dmc1 e Rad51 se ligam nessas extremidades,
formando filamentos nucleoprotéicos que catalisam a invasdo do filamento simples
para dentro de um DNA duplex (8) (Fig. 2).

V— SPO11

DSB formation

'L MRX/N

v
Spo11 removal —
A
- W—— Exo1
Resection = —
r Rad51, Dmct1

Strand invation and —_/jc_

D-loop formation

Crossover Non-crossover

Figura 2. Esquema simplificado da formagao de DSBs durante a meiose em leveduras. Primeiramente,
a proteina SPO11, que tem atividade relacionada a topoisomerase Il, catalisa a formacado de DSBs
durante a profase | e fica ligada covalentemente as extremidades separadas. Logo em seguida, SPO11
é liberada através da agado de endonuclease de um complexo protéico (MRX/N), seguida pela remogéao
5’-3’ em direcdo as DSBs pela acao de Exo1. As fitas simples de DNA resultantes identificam e invadem
um DNA duplex homoélogo por meio da agéo das proteinas Dmc1 e Rad51. O reparo das DSBs ocorre
via recombinag¢do homologa (HR), gerando tanto o DNA recombinado como o ndo-recombinado. Figura
adaptada de (9).

A depender do numero de DSB ocorrendo simultaneamente e, além disso, do
local onde acontecem, diferentes rearranjos cromossémicos podem surgir (Figura 3).
Isso porque se DSBs surgirem em regides de DNA repetitivo, como transposons ou
DNAr, o risco de rearranjos cromossOdmicos serem formados € muito maior caso as
DSBs sejam reparadas via recombinagdo homéloga nao-alélica (NAHR), por exemplo
(8-9) (Fig. 3) (Vide item |.3 desta Revis&o Bibliografica). Nas DSBs proximas a regides

centroméricas, o reparo causa um aumento na frequéncia de separagao precoce das
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cromatides irmas durante a meiose |, 0 que pode resultar em casos de aneuploidia
(8).

Além disso, quando duas DSBs coexistem no mesmo braco de um
Cromossomo, 0S possiveis rearranjos passiveis de aparecer sdo: delecado intersticial,
se as extremidades do fragmento cromossdmico entre os dois pontos de quebra forem
reunidas formando um DNA circular que sera perdido e as outras duas extremidades
se reunirem; ou inversdo paracéntrica, se o fragmento entre os dois pontos de quebra
for invertido (10).

Se duas DSBs ocorrem ao mesmo tempo em diferentes bragos de um mesmo
cromossomo e sao religados de maneira errénea, as consequéncias serao a possivel
formagédo de um cromossomo em anel, caso o fragmento contenha o centrébmero, e a
formagdo de um fragmento acéntrico que sera perdido posteriormente (10). O
resultado desse processo sera uma delegéo distal no cromossomo, longe dos pontos
de quebra. Além dessa, pode ocorrer também a inversao pericéntrica do cromossomo
(10).

Caso as duas DSBs surjam em dois cromossomos homodlogos, delegodes,
duplicagdes e até mesmo translocagdes sédo passiveis de surgirem. Entretanto, se as
DSBs estiverem em cromossomos nao-homoélogos dois possiveis resultados de
reunides errbneas podem acontecer. uma translocacdo equilibrada, se as
extremidades das DSBs forem reunidas na orientagao correta (centrémero-telémero),
ou um fragmento dicéntrico instavel quando ndo em orientagéo correta (10).

Os mecanismos formadores de rearranjos cromossdmicos envolvendo DSBs
podem ser classificados em né&o replicativos e replicativos (11) Dentro da primeira
categoria estdo a jungdo de extremidades ndo homdlogas (Non-homologous end
Jjoining — NHEJ) e jungdo de extremidades mediada por microhomologia
(Microhomology-mediated end joining — MMEJ).

Na segunda categoria tém-se a recombina¢cdo homologa nao alélica (Non-
allelic homologous recombination — NAHR) (12), o anelamento de fita simples (Single-
strand annealing — SSA) (9)(13) e reparo por homologia direta (homology direct repair
- HDR) (14), replicagao por deslizamento do DNA (replication slippage), bloqueio da
forquilha de replicagdo com mudanca de fita molde de DNA (Fork stalling and template
switching — FoSTeS), replicagdo induzida por quebra mediada por microhomologia

(Microhomology-mediated break-induced replication — MMBIR) e retrotransposigao

(11)
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De todos esses mecanismos supracitados os que mais acontecem sdo a NHEJ,
NAHR, FoSTeS e MMBIR.

¢ Juncao de extremidades nao homélogas

A via NHEJ envolve varias proteinas cruciais, como o heterodimero Ku70/80
cujo papel é reconhecer e se ligar as extremidades soltas de DNA na regidao em que
ocorreu a quebra, DNA-PKcs que s&o responsaveis por ativar a fungao quinase de
Ku70/80, DNA ligase IV mais o cofator XRCC4 (X-ray repair cross-complementing
protein 4), XLF (XRCC4-like complex) e a proteina Artemis, que tém o papel de reunir
as extremidades soltas do DNA (15;16) (Figura 3). As extremidades soltas
emparelham-se baseadas na homologia de poucos pares de bases e sua jungao
acontece depois que as fitas se tornam compativeis, seja por meio da adigdo ou perda
de alguns pares de base ou ainda, pela corre¢cdo de nucleotideos modificados por
radiagcdo ionizante, que ndo apresentam extremidades 5’ e 3’ ligaveis (5)(17) (Figura
4).

1 NHE) C {J

Figura 3. Esquema que representa a via e reparo por NHEJ. 1) uma DSB é reconhecida pelo
heterodimero Ku70/80, que provavelmente tem a funcdo de evitar a degradagdo do DNA, além de
sinalizar o DNA para as DNA-PKcs. 2) as duas extremidades de DNA ficam préximas pela agao das
DNA-PKcs. 3) as DNA-PKcs e a proteina Artemis sao fosforiladas e as extremidades do DNA séo
processadas por um complexo protéico de XLF, XRCC4 e DNA ligase IV. 4) As extremidades soltas

de DNA sao religadas pela DNA ligase IV e pelos fatores de reparo de DNA. Figura adaptada de (15).
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Processamento para NHEJ
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Figura 4. Processamento das extremidades de DSBs durante o mecanismo NHEJ. Em (A), as

extremidades 3’ da DSB esta com a hidroxila defeituosa (sinal *), e dessa forma, impedindo a ligagéao
das extremidades. Essas extremidades 3’ séo corrigidas via proteina quinase e associados. Em (B), as
extremidades ndo podem ser ligadas porque ha uma regido de DNA impedindo. Por meio da proteina
Artemis, esses nucleotideos séo eliminados (setas com ponta preta e branca) e as extremidades agora
podem ser reunidas. Em (C), ocorre o contrario de (B), pois aqui ha a correto reconhecimento das
extremidades 3’, mas ha um espago vazio que precisa ser completado (linha tracejada) para que a DSB

esteja completamente restaurada. Figura adaptada de (5).

Esse processo n&o necessita de uma fita molde da cromatide irma e é capaz
de unir DSBs que nao pertencem corretamente uma a outra, ou seja, DSBs n&o-
contiguas. Sendo assim, €& muito provavel surgirem translocacbes e fusdes

teloméricas por meio dessa via de reparo (10).

e Recombinagdao homéloga nao alélica
A NAHR é responsavel pela formacdo de grande parte dos rearranjos
cromossOmicos nao-equilibrados recorrentes. Essa via € um tipo de recombinacao
homologa que acontece entre dois fragmentos de DNA que apresentam alta
similaridade entre si, mas que nao sao alelos. Normalmente, a recombinagao entre
homaologos ocorre em um mesmo /ocus génico entre os cromossomos homologos e o
resultado disso nada mais é do que a variabilidade genética. Entretanto, por causa da

homologia de sequencias repetitivas, um alinhamento imperfeito pode surgir entre as
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cromatides, formando uma sequéncia recombinada desigual, resultando em
rearranjos cromossémicos (18).

O DNA humano apresenta quase 50% do seu total de sequencias repetitivas,
ou seja, a via NAHR é passivel de ocorrer com mais frequéncia no nosso DNA,
deixando-nos vulneraveis ao surgimento desses tipos de rearranjos (7). Individuos
heterozigotos para determinada regido repetitiva no DNA ainda tém mais chances de
apresentarem DSBs reparadas via NAHR, uma vez que, como nao possuem a
sequéncia homologa para fazer parte da recombinacdo, sequéncias similares serao
escolhidas, dando inicio ao reparo via NAHR (9).

Recombinacdes entre low copy repeats (LCR) em orientagdo direta podem
resultar em delegcdes e duplicagcdes, enquanto que em orientacido invertida, podem
gerar inversdes (12). Se a recombinagdo ocorrer entre dois cromossomos n&o-
homologos, podem ser formadas translocagcbes. Além desses isocromossomos
também surgem se LCRs paralogas se localizarem em bragos de cromatides-irmas
(Figura 5).
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Figura 5. Esquema que representa a formagéo de rearranjos cromossémicos por meio da via NAHR.
A) Recombinacgao ectépica entre LCRs na mesma orientagao frans, pode originar dele¢éo e duplicagédo
reciproca, enquanto que recombinagio ectopica entre LCRs inversamente orientadas em cis podem
resultar em uma inverséo. (B) NAHR pode produzir delegdes e duplicagbes de trés diferentes formas:

recombinagdo intercromossdmica, intracromossémica ou intracromatides (nesse caso, somente
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delegdes). NAHR entre LCRs invertidas em cromatides irmas podem também resultar na formacgéo de

um isocromossomo. Figura adaptada de (12).

¢ Bloqueio de forquilha de replicagcao e mudancga de fita molde de DNA.

O mecanismo de FoSTeS propde que a mudanca de fita molde nao esta restrita
a uma unica forquilha de replicacdo, mas poderia acontecer entre diferentes
forquilhas. Isso aconteceria quando uma forquilha de replicagdo para em uma célula
sob estresse — devido a presenca de estruturas secundarias ou de lesdes de fita Unica
no DNA (19) — a extremidade 3’ da fita descontinua de DNA pode se desprender da
original e mudar de molde e se alinhar com outra extremidade exposta de fita simples
de DNA presente em outra forquilha ativa com a qual apresente microhomologia e que
esteja proxima fisicamente dela (11; 19) (Figura 6). Essa mudanca de fita molde pode
gerar rearranjos como delegdes, duplicagdes, inversdes e translocagdes, dependendo

da posigao relativa das forquilhas envolvidas no mecanismo (11).

Fork stalling and template switching
(i) (i) (iii)

Figura 6. Esquema representando o mecanismo de enrolamento de forquilha de replicagdo com
mudanga de fita molde (FoSTeS). Em (i) A fita simples de replicagdo lagging pode ter sua forquilha de
replicagédo parada. (ii) Quando isso acontece, a extremidade 3’ se torna livre da sua sequencia original
e (iii) pode entao se alinhar com outra sequencia de fita simples em outra forquilha de replicagao com
a qual compartilhe microhomologia, (d) podendo causar deleg¢des, inversdes ou translocagdes

dependendo da posigao relativa da outra forquilha de replicagéo. Figura adaptada de (11).

e Replicagao induzida por quebra mediada por microhomologia
O mecanismo MMBIR esta associado a formagcao de CNVs e também de LCRs
e € semelhante em alguns pontos com FoSTeS e deriva do mecanismo de replicagao
induzida por quebra (Break-Induced Replication — BIR) (20). Nesse mecanismo,
primeiro ha a formacéo de uma DSB ocorrida pelo encontro entre uma quebra de DNA
fita simples com uma forquilha de replicag&o, dentro de uma célula com estresse (19).

Dessa forma sdo geradas extremidades 3’ de fita simples expostas, que vao se anelar
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por microhomologia em qualquer DNA de fita simples que esteja nas redondezas
daquela forquilha, acarretando a polimerizacdo de baixa processividade com
sucessivas trocas de fita molde (Figura 7), o que tem potencial de gerar rearranjos
estruturais complexos e um, eventual reestabelecimento do processo replicativo
normal (11; 20).
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Figura 7. Esquema representando o mecanismo de MMBIR. Esse mecanismo comega quando (i) uma

forquilha de replicagdo para quando encontra uma falha da fita ou pode ser causado ainda por uma
endonuclease. (ii) a extremidade 5’ da molécula com a quebra (vermelha) sofre ressec¢éo expondo a
extremidade 3'. (iii) essa extremidade entdo se anela a qualquer DNA fita simples exposto com o qual
compartilhe microhomologia, em qualquer forquilha de replicagéo repetidas vezes (iv, v, vi, vii, viii) até
que, como resultado, seja construida uma sequencia com diversos segmentos gendmicos diferentes

(ix). Figura adaptada de (11).

1.3. REARRANJOS CROMOSSOMICOS EQUILIBRADOS E DOENCAS
GENETICAS

Apesar de nao haver perda de material genético associado, cerca de 7 % dos
rearranjos cromossémicos equilibrados estdo associados a fenotipos anormais que
incluem malformagdes congénitas multiplas e/ou deficiéncia intelectual (21). Sabe-se
que, aproximadamente 50 % dos casos de deficiéncia intelectual tem origem genética,
e mutagdes em mais de mil genes foram associados a caracteristica (22). Sabe-se
ainda, que as translocacdes equilibradas sdo mais frequentes em individuos com

deficiéncia intelectual do que na populagcdo em geral (23).
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Rearranjos cromossémicos aparentemente equilibrados, como aqueles que
acontecem em parte das inversdes, inser¢gdes e translocagdes, ocorrem em
aproximadamente 0,52-1,54 % dos nascidos vivos (24; 25). Esses rearranjos sao
responsaveis por aproximadamente 1,5 % dos casos de deficiéncia intelectual de
causa genética (22) e 1,3 % dos casos de transtornos do espectro autista (26).

A maioria desses rearranjos s&o transmitidos por um dos genitores, sendo um
em cada cinco considerados eventos de novo (27) e podem estar ou n&o associados
a fenotipo anormal (25)(27).

Quando esses rearranjos equilibrados estdo associados a um fendtipo
anormal, sabe-se que o fendtipo pode surgir pela presengca de desequilibrios
gendmicos formados a partir dos pontos de quebra dos cromossomos envolvidos
nesse rearranjo (Figura 8). O ponto de quebra desse tipo de rearranjo refere-se a
regido exata em que o cromossomo se quebrou e se ligou em outro cromossomo
(translocacéo, insercdo) ou no préprio cromossomo (inversdo) e, o desequilibrio
genético pode acontecer na regido proxima, afastada ou mesmo dentro do proprio

ponto de quebra afetando genes ou regides reguladoras (21).



38

Breakpoints between genes
Normal sequence
A ] B8 C D
g 2 —— sl 3
<y - {C— 5
P P P
Breaks in DNA
A P B C D
5 e ) T’ 5 e— _ el B S 3
3 e 5! 3 ] C——— 53— J—— 5'
P P P
Inverted alignment
A P (o] P M b D
5 ————— s —— 3’ ' —amesssses( ) Jee F' 5 3
3 — ) T [ — — B! T e J— 5!
P
Joining of breaks to complete inversion
A P C P B: P D
5 - 3

3

t t

One breakpoint between genes
One within gene C (C disrupted)
A @ c P B r c" D
5 - 3
3

Inversion

Breakpoints in genes Aand D
Creating gene fusions

A _Dp cC vr B P A D
5 7 S ——— 3

3

Inversion
Figura 8. Esquema que apresenta efeitos da presen¢a de uma inverséo ao nivel do DNA. Na figura os
genes estao representados pelas letras A-D. A letra P representa a regido promotora do gene, as setas
representam os pontos de quebra no DNA. Como é possivel ver, uma inversdo pode ter seu ponto de
quebra em regido nao-codificante, ter um ponto de quebra dentro de um gene, fazendo com que ele
seja interrompido posteriormente e, ainda, ter ponto de quebra entre dois genes, podendo ocasionar a

criacao de uma fusao génica.

Muitos dos casos aparentemente equilibrados, quando analisados por métodos
moleculares como o CMA mostram pequenas dele¢des e ou duplicagdes associadas
a regido cromossOmica alvo, que podem explicar o quadro clinico apresentado pelos
pacientes.

Em aproximadamente 34 % dos casos de alteragdes cromossémicas

equilibradas os pontos de quebra intersectam quadros de leitura de genes, gerando
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uma interrupgéo na leitura de um gene e com isso, podendo causar fenétipo alterado
devido a haploinsuficiéncia de um gene (26). Essa consequéncia foi vista pela
primeira vez quando na identificagcdo do gene da distrofina humana na década de
1980. Diversos trabalhos relataram mulheres afetadas por Distrofia muscular de
Duchenne (DD) que eram portadoras de uma translocagdo equilibrada entre o
cromossomo X e um cromossomo autossdmico (28; 29). Essas mulheres tinham o
ponto de quebra comum na regido Xp21, o que sugeria que nessa regido poderia
haver um gene interrompido pela quebra cromossémica que fosse responsavel pela
doenga. Mais tarde, foi isolado na regido o gene da distrofina humana.

Uma outra consequéncia que um rearranjo cromossOdmico equilibrado pode
acarretar em um individuo afetado € a formag&o de um gene hibrido, que da origem a
uma proteina quimérica, contendo na regido N-terminal aminoacidos correspondentes
a parte dos éxons do gene do primeiro cromossomo e na regido C-terminal
aminoacidos correspondentes a parte dos éxons do gene do segundo cromossomo
(10) (Figura 9a). O melhor exemplo desse tipo de rearranjo é a translocacéo
1(9;22)(q34;911) encontrada em mais de 90% dos casos de leucemia mieloide
cronica, que origina a fusédo parcial dos genes BCR e ABL que codificam uma nova

proteina de fus&o (30).

Translocagdo

b)

|
Figura 9. Esquema que mostra as consequéncias funcionais de uma translocagédo equilibrada. a)
formacao de um gene hibrido que leva a formagéo de uma proteina quimérica. b) formagao de um gene
hibrido que leva a desregulagdo da expressdo de um gene adjacente ao ponto de quebra. Setas

vermelhas: pontos de quebra. Figura adaptada de (10).

Outra consequéncia de uma translocag¢ao equilibrada é a justaposigao de um

elemento enhancer proximo a um gene, em geral, um oncogene. Isso leva a uma
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desregulagéo transcricional, na maioria das vezes, uma expressao acentuada do gene
afetado (Fig. 9b). O primeiro exemplo disso foi a translocagédo 1(8;14)(q24;932)
associada com o linfoma de Burkitt que leva a um aumento na expressao de MYC,
um proto-oncogene, através da proximidade com o enhancer IgH e/ou regides
reguladoras (10)(31).

Uma alteracdo equilibrada pode levar a manifestacdes clinicas também por
meio da dissomia uniparental (UDP), em que um dos genitores transmite aos seus
descendentes uma translocacgao equilibrada. A alteracéo fenotipica esta presente em
8 % dos casos de UPD por rearranjos equilibrados e ocorre se 0s cromossomos
envolvidos estiverem sujeitos ao imprinting, uma vez que a dissomia uniparental pode
ocorrer por ndo-disjungcdo meiotica no portador de translocagéo equilibrada e levar a
formagao de gameta dissdGmico, com os cromossomos translocados e um dos normais
(32). Esse gameta dissbmico pode entdo ser unido a um gameta normal ou
nulissdmico do outro genitor. Se ocorrer a fertilizagdo a partir da primeira
possibilidade, havera a formagdo de um zigoto portador de uma trissomia, que,
corrigida pela perda do homologo normal do outro genitor, gera um feto com dissomia
uniparental, portando a translocagao equilibrada. Entretanto, se ocorrer a fertilizacao
a partir da segunda possibilidade, o zigoto formado tera totalmente o material genético
da regiado afetada vindo do genitor com a translocagao equilibrada (33).

A relacado entre UPD e quadro clinico decorre da possibilidade de que a UPD
possa interromper o imprinting genémico, o que resultaria em desordens de imprinting
(32) Além disso, a UPD pode ainda levar a formac&o de grandes blocos de auséncia
de heterozigose, o que pode expor genes recessivos, antes encobertos. (32)(17).

Além disso, algumas doengas genéticas relacionadas com translocagdes e
inversdes equilibradas apresentam um fenétipo devido ao evento de efeito de posicao,
no qual o segmento de DNA é transferido de um locus génico para outro. Por exemplo,
um fragmento que é transferido de uma regido de eucromatina — ativa para transcrigao
— para proximo de uma regido de heterocromatina, o que acaba por silenciar a
expressdo do gene envolvido (34).

Rendi e colaboradores (2016) (26) mostraram que, em um grupo de individuos
que apresentavam alteragbes cromossémicas equilibradas na regido 5914.3, muitos
deles apresentavam uma interrupgdo direta no gene MEF2C enquanto outros

apresentavam uma interrup¢do de um dominio associado a topologia do DNA
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(Topologically Associated Domain — TAD) que distava ~800 kb desse gene, que
gerava uma expressao reduzida de MEF2C.

Os TADs séao longos pedagos de DNA de um mesmo cromossomo que contém
genes e elementos estruturais/regulatorios que podem interagir com o0s genes
presentes no proprio TAD e somente dentro dele. Dessa forma, os TADs sio isolados
um dos outros pela presenca de uma “barreira”, a presenga da proteina CTCF
(CCCTC-Binding factor) nas fronteiras de dois TADs (35). Quando uma alteragao
cromossOmica acontece préoxima as fronteiras desses TADs, pode haver a
modificagdo ou mesmo a remogao dessas barreiras, sugerindo que o efeito de posigao
na arquitetura do TAD na regidao de desordem gendmica pode alterar a expressao
normal de um gene (35), como no caso do gene MEF2C supracitado.

O efeito de posicdo também foi visto ja nos genes FOXL2 (sindrome de
Blefarofimose) (36;37); PLP1 (sindrome de Pelizaeus-Merzbacher) (38); SHOX
(Discondrosteose de Léri-Weill) (3), entre outros.

As novas tecnologias moleculares que surgiram na fase pds-gendmica
possibilitaram a aquisigdo de novos resultados e a confirmacéao/rejeigdo destes dentro
do contexto da citogenética clinica. Com a resolugdo das técnicas e equipamentos
cada vez melhores, hoje ja € possivel encontrar erros genéticos, como as
translocagdes equilibradas aqui estudadas, ao nivel de 1 kb, auxiliando na procura de

“‘genes quebrados” ou ndo funcionais proximos ao ponto de quebra do rearranjo.

1.4. TECNICAS PARA ANALISE DE REARRANJOS CROMOSSOMICOS
APARENTEMENTE EQUILIBRADOS.

Até antes da década de 1950, estudar cromossomos humanos era ainda um
desafio a ser conquistado, pois todas as tentativas de visualiza-los eram quase
impossiveis ja que os cromossomos, ao sairem de dentro do nucleo pelo rompimento
celular, ndo se espalhavam adequadamente em uma superficie laminar, ficando
sobrepostos. Somente a partir de 1956, quando os pesquisadores Tjio e Levan (40;
41), conseguiram, por meio de uma adaptagdo a um dos protocolos ja existentes —
pré-tratamento com solucéo hipotdnica -, visualizar os cromossomos de células de
pulmdo humano, € que a citogenética pbdde comegar a desenvolver-se

apropriadamente.
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Com o novo protocolo estabelecido por Tjio e Levan, os cromossomos
humanos eram visiveis em microscopio, mas somente podiam ser classificados pelo
tamanho e pela posicdo do centrémero, o que causava diversos erros de analise
dependendo de como era realizada a técnica. Por isso nos anos 70, novos protocolos
de bandamento foram desenvolvidos (42-46). O bandamento G, por exemplo, utiliza
o corante Giemsa para reproduzir um padréo de bandas escuras (heterocromatina) e
claras (eucromatina) ao longo dos cromossomos e identifica cada cromossomo por
esse padréo de bandas unico e reprodutivel para cada homologo (47). Dessa forma,
as alteracdes estruturais, como translocagdes, inversdes, dele¢cdes e duplicagdes,
puderam ser identificadas e novas sindromes genéticas puderam ser caracterizadas.

Contudo, conforme a tecnologia foi avangando na ciéncia, a procura por
melhores resolug¢des (bandamento: 4-5 Mb) fez surgirem novas técnicas moleculares
de analise citogenética que permitem a analise de todo o cromossomo ou de uma
regido especifica deste (47; 48). Uma dessas técnicas € a técnica de Hibridagéo In
Situ Fluorescente (FISH) (49) com uma resolugdo de 40 kb — 250 kb por sonda,
baseia-se na deteccido de sondas de DNA especificas, construidas em vetores
(plasmideos, BACs, YACs) ou oligonucletideos (50), hibridadas a sequencias
complementares nos cromossomos e ligadas a um fluorocromo (Figura 10) (51).
Essas sondas de DNA podem ser complementares a qualquer sequencia de interesse,
podendo ser desde um cromossomo inteiro (formando as bibliotecas cromossémicas)
até sequéncias unicas ou repetitivas (48).

Em se tratando de como a implementacdo da técnica de FISH auxiliou no
desenvolvimento da citogenética clinica, rearranjos cromossémicos submicroscépicos
e complexos puderam ser finalmente analisados e novas sindromes e causas clinicas
diagnosticadas e estudadas. Além disso, com a progressiva diminui¢do do tamanho

das sondas, hoje até moléculas de RNAm ja séo passiveis de visualizagéo (52; 53).
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Figura 10. Esquema que representa o mecanismo da técnica FISH. O primeiro passo (1) é desenhar
sondas especificas para a regido que se quer analisar que serdo ligadas a fluorocromos. Feito isso, o
DNA passa por varias etapas para que a dupla fita seja desfeita por desnaturagao a fim de permitir que
a sonda se ligue na regido designada (2). Apds um processo de lavagem, observa-se ao microscopio

de fluorescéncia a presencga ou nao da regido avaliada (3). Figura adaptada de (54).

Melhor resolugdo ainda foi conseguida a partir da técnica de analise
cromossOmica em microarranjos. Ela assemelha-se em partes com o método de FISH,
no entanto utiliza milhares de sondas complementares ao genoma humano,
constituindo uma ferramenta robusta para a detec¢ao de dele¢des e/o duplicagdes de
segmentos cromossémicos ao nivel submicroscépico de até 30 kb (55).

A analise cromossémica por microarranjo (CMA) e pode ser dividida em trés
tipos principais: 1. Hibridagdo Gendbmica Comparativa ou aCGH, consiste na utilizagéo
de um DNA-controle de um individuo supostamente normal para pelo menos a regiao
de interesse e um DNA-teste, ambos marcados com fluorocromos de diferentes cores.
Ambos DNAs, depois de tratados, sao adicionados a uma lamina, ou chip, que contém
milhares de sondas complementares a sequencias em toda a extensdo do genoma
humano e, ao entrarem em contato com estas sondas, hibridam a elas quando existe
complementariedade, e a intensidade de fluorescéncia € medida pelo equipamento.
As perdas e ganhos de segmentos sdo indicadas pela diferenga na intensidade da
fluorescéncia dos fluorocromos diferentes, sendo que aquele em que houver mais
flourocromo do DNA-controle, significa uma delecdo no DNA-teste e, aquele em que
houver mais fluorocromo do DNA-teste, significa uma duplicagdo neste em relagao ao
controle; 2. Anadlise Cromossémica por Microarranjo (CMA) one-channel ou
Oligoarray, que consiste na utilizacdo de um banco de dados ao invés de um DNA-

controle, com o qual, o DNA-teste € entdo comparado (Figura 11); 3. Microarranjo
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SNP, que permite também detectar perdas de heterozigose (56), dissomia uniparental
(57) e genotipagem (58) de uma amostra de um unico paciente, em que, ao utilizar
sondas do tipo SNP, as alteracdes no numero de cépias podem ser detectadas pela
comparagao com hibridagdes em controles (48)(55).

Ha ainda plataformas que se utilizam ndo sé de sondas polimoérficas, mas
também de sondas n&o-polimorficas, como aquelas em que utilizam oligonucleotideos
e sondas SNP, para detectar CNVs e genotipagem. Ao utilizar uma plataforma como
essa, o resultado obtido por um tipo de sonda valida o outro e torna a analise e

apresentacao do resultado mais robusto.

AVAVAVAY,

,/' Test DNA from patient
/ labeled Green
/

.

Denature the DNA (separate the strands) and Hybridize to slide
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Computer scans and
analyzes signal outputs

Glass microarray slide

Area of gain (duplicatio

Figura 11. Esquema que descreve a técnica de Microarranjo one channel. Primeiro, o DNA-teste é
tratado e recebe uma marcagédo com fluorocromo (verde, no caso). Depois ele é hibridizado ao chip
que contém milhares de sondas complementares a pedacos de todo o genoma humano. A intensidade
do sinal é medida em cada ponto e o resultado € mostrado em um programa especifico. Figura
adaptada de http://geneticseducation.ca/educational-resources/gec-ko-on-the-run/chromosomal-

microarray/ (Acesso em 03.08.17)

A técnica de CMA tem sido cada vez mais utilizada e isso se deve em parte a
melhor cobertura do genoma humano, podendo detectar alteragées de até 30 kb
dependendo da plataforma utilizada. A CMA permite rastrear todo o genoma em busca
de delecgbes/duplicagbes sem que haja suspeita clinica ou dos segmentos

cromoss6micos envolvidos.
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Por meio desta técnica, muitos casos analisados como rearranjos equilibrados
ao exame de caridtipo, provam um resultado diferente, mostrando microarranjos na
regido dos pontos de quebra, como microdele¢des que incluem gene(s) que explicam
o quadro clinico apresentado pelo paciente.

Apesar de todas suas funcionalidades, o método CMA ainda néo é o ideal para
a analise de rearranjos cromossdmicos equilibrados e complexos, visto que somente
detecta perdas e ganhos em segmentos e, rearranjos realmente equilibrados nao
perdem segmentos grandes do DNA e, tampouco ganham. Sendo assim, ao exame
de microarranjo, o paciente analisado pode ser erroneamente classificado como
normal ao nivel do DNA.

Como uma forma de solucionar esse impasse, logo apos o estabelecimento e
implantagédo do Projeto Genoma Humano, realizado por meio do sequenciamento de
DNA pela técnica desenvolvida por Frederick Sanger em 1977 (59), cientistas do
mundo inteiro viram a potencialidade da técnica de sequenciamento de acidos
nucléicos em larga escala e comegaram a investir em formas de transformar esse
método em algo mais veloz, eficiente e barato (60-62). Dessa maneira surgiram as
técnicas denominadas sequenciamento de nova geragao (next generation sequencing
- NGS).

As plataformas de sequenciamento NGS tém a capacidade de processar
milhdes de fragmentos de DNA, ou reads, em paralelo, sendo possivel o
sequenciamento de um genoma inteiro em menos de um dia (62), com o poder de
resolucdo ao nivel de pares de base (63). Atualmente, as plataformas existentes
exibem similaridade em seus protocolos, incluindo sempre a preparagao das
amostras, o sequenciamento, a imagem através de softwares especificos, o
alinhamento e os métodos de montagem (61). O DNA-amostra precisa primeiro passar
por um processo de fragmentacéo (~21 até ~400 pares de base) e amplificagao para
criar as denominadas bibliotecas de acidos nucléicos (60)(62). Os reads sao
construidos em sequéncia e, para analise, utilizam um genoma de referencia, em
relagdo ao qual os reads sao alinhados. Assim, alteragbes cromossémicas variadas,
incluindo as estruturais e as variagdes no numero de copias (>50pb) podem ser vistas.
Além destas, com esse método finalmente os rearranjos equilibrados sao passiveis
de identificagéo (60)(64).

Para a identificacdo e caracterizagdo de rearranjos cromossOmicos

equilibrados ou ndo, uma vertente de NGS tem se mostrado mais eficiente: o



46

sequenciamento de genoma inteiro por paired-end (PE) e, mais ainda o mate-pair
(MP) (65). Com esse método uma grande quantidade de informagdes sobre o genoma
pode ser encontrada a partir da construcao de mate-pair libraries, em que insertos
relativamente longos de DNA (5 kb) s&o produzidos, marcados nas extremidades por
biotina, depois circularizados para conectar ambas as extremidades e depois
fragmentados (~300-500 pb) ao ponto de que somente as extremidades — agora

conectadas — sao utilizadas para serem sequenciadas (Figura 12).
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Figura 12. Esquema que representa o principio do método de sequenciamento do tipo mate-pair (MP).
Primeiramente, o genoma teste é fragmentado e somente os insertos de 5 kb sédo selecionados. Esses
insertos sdo entdo marcados por biotina em ambas suas extremidades. Os insertos sao circularizados,
de forma a conectar ambas as extremidades. Os fragmentos passam novamente por uma digestéo e
fragmentam em sequéncias de 300-500 pb, purificados (com uso de beads magnéticos ou outros) e
depois sao ligados a adaptadores especificos (A1 e A2). Sequéncias de 100 pb s&o sequenciadas dos
dois lados e depois, realinhados em comparagdo de um genoma de referencia para determinar a

localizagédo de cada fragmento paired-end. Figura adaptada de (66).
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Assim, as extremidades dos insertos sdo sequenciadas 100 pb para cada lado
(fita negativa e fita positiva) e quando os reads sdo alinhados a um genoma de
referéncia, € possivel localizar onde cada par de reads esta mapeado. Para analisar
se o local € normal em relagédo ao de referéncia, precisa-se analisar a distancia entre
0s mate-pair reads, e se a distancia for correspondente ao tamanho do inserto gerado
pela biblioteca e de tamanho conhecido (5 kb), entdo aquele mate-pair corresponde a
uma sequencia normal no paciente (Figura 13).

Por outro lado, se pelo menos trés mate-pair forem discordantes, a analise
indica a presenca de um rearranjo cromossémico (67). Dele¢des e
duplicagdes/insercdes sao identificadas pela presenca de mate-pairs que estdo mais
distantes uma da outra ou mais proximas uma da outra, respectivamente, no genoma
de referéncia (Fig. 13). Ja para rearranjos cromossémicos equilibrados, as inversdes
sdo encontradas quando mate-pairs mapeiam o0 mesmo Cromossomo, porém para
sentidos diferentes no genoma referéncia (Fig. 13). Por sua vez, as translocagdes sao
localizadas quando em mate-pairs, um dos reads estda em um cromossomo € o0 outro

read é visto em outro cromossomo nao-homologo (Fig. 13).

A) Normally mapped B) End distance > cutoff D ) Altered end orientation
D > [l< >{ T >
Human reference genome —?— - | , -y —
Individual (sample) sequence v -v— ' ’ -
No SV Deletion Inversion breakpoint
E -~
End distance < cutoff | Mates em cromossomos nao
homélogos
&>
Human reference genome = o o - — e
Individual (sample) sequence _v. e
Insertion, simple Translocagao

Figura 13. Desenho que mostra as possiveis imagens referentes ao resultado de um sequenciamento
do tipo mate-pair (MP) quando alinhado a um genoma de referencia. A) quando o mapeamento é
normal, a distédncia entre os adaptadores do reads € igual ao inserto, e na orientagao correta, indicando
que nao ha variagao estrutural na regido. B) delegdo, quando a distancia entre os adaptadores dos
reads é maior no genoma referencia. C) inversao, quando a distancia entre os adaptadores dos reads
€ igual ao genoma referencia, mas o sentido dos reads é contraria € no mesmo cromossomo. D)

duplicacédo ou insergédo, quando a distancia entre os adaptadores dos reads é menor no genoma
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referencia. E) translocagéo, quando um dos reads do par € localizado em um cromossomo e o outro

read em outro cromossomo nao-homologo. Figura adaptada de (67).

Ao se encontrar rearranjos cromossOmicos equilibrados, deve-se procurar os
pontos de quebra dos cromossomos envolvidos. Quando o alinhamento é feito, pela
utilizagcdo de um software especifico, é possivel definir a distancia do mate-pair para
encontrar os pontos de quebra e, entdo, caracterizar os genes presentes no local por
sequenciamento Sanger e analise in silico. Para o mapeamento deste tipo de rearranjo
podem ser utilizados insertos de DNA de tamanhos menores que 5 kb, como de 3 kb,
mas também de tamanhos mais extensos, como 7 a 11 kb de extensédo, para analise
de rearranjos mais complexos (68).

A utilizacdo de NGS-MP conseguiu identificar possiveis genes candidatos aos
quadros clinicos dos portadores dos rearranjos cromossémicos equilibrados, que
antes nao poderiam ter um diagnostico ainda e assim, novas doengas puderam ser
caracterizadas, incentivando as pesquisas em todas as areas da saude (21)(65)(69-
71). Foi criado um consorcio de laboratérios do mundo todo, para, encontrar todos os
pontos de quebra identificados em rearranjos de individuos normais e com algum
quadro clinico, por meio do Consércio Internacional de Mapeamento de Pontos de

Quebra (International Breakpoint Mapping Consortium — IBMC) (72).
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2.1 OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo caracterizar rearranjos cromossémicos

aparentemente equilibrados e sua relacdo com o fenétipo dos portadores

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Selecionar pacientes portadores de alteragdes cromossémicas equilibradas
por analise de cariotipo (Bandamento G e Bandamento C)

Buscar possiveis microdelegdes/microduplicagdes na regido da quebra
cromossomica pela analise cromossomica por microarranjo (CMA).
Sequenciar os pontos de quebra de rearranjos cromossémicos equilibrados
por meio do sequenciamento de DNA do tipo Mate-pair.

Relacionar os segmentos envolvidos na quebra cromossémica ao quadro

clinico dos pacientes.
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3.1. PACIENTES
Foram selecionados 10 pacientes atendidos no Servico de Genética do
Hospital Universitario de Brasilia (HUB-UnB).

3.1.1. CRITERIOS DE INCLUSAO

Somente foram aceitos pacientes com rearranjos cromossdmicos
microscopicos raros aparentemente equilibrados, identificados ao caridtipo e que
concordaram em participar da pesquisa, assinando o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE).

3.2. CARIOTIPO

Para identificar alteragdes cromossémicas em amostras de sangue periférico
dos pacientes selecionados foi realizado o estudo do caridtipo. Para tanto, foram
coletados quatro mililitros de sangue periférico em tubo contendo heparina. A analise
foi realizada ao microscépio 6ptico apos cultivo dos linfécitos, tratamento com tripsina
e coloracdo com Giemsa (bandamento G) e em alguns casos foi feito também o
bandamento C, com tratamento prévio com hidroxido de bario. A analise foi realizada

pela Dra. Iris Ferrari.

3.3. ANALISE CROMOSSOMICA POR MICROARRANJO (CMA)

Essa técnica de citogenética molecular permite verificar se ha perdas ou
ganhos de segmentos cromossémicos submicroscopicos no genoma de um individuo,
detectando alteragdes cromossdémicas de 10 a 100 vezes menores do que é visivel
ao microscopio optico, dependendo da plataforma utilizada.

Neste projeto foi empregada e utilizada a plataforma CytoScan™ 750k
(Affymetrix). Essa plataforma apresenta cerca de 750 mil sondas que permitem a
visualizacdo de um resultado de alta resolugdo tanto em relagdo de variagdes no
numero de cdpias quanto de perda de heterozigose.

O DNA foi extraido a partir de protocolo adaptado do método Puregene. A
hibridac&o foi realizada segundo instrugdes do fabricante. As Iaminas hibridadas com
o DNA teste e marcadas com biotina foram analisadas com o auxilio do scanner
GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix,) e do Chromosome Analysis Suite (ChAS)

Software versao 3.1 (Affymetrix).
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Foram consideradas na analise apenas perdas e/ou ganhos de segmentos
cromossOmicos que abranjam no minimo 25 oligonucleotideos consecutivos e
maiores que 200 Kb — resolugao aproximadamente 20x maior que a das técnicas
tradicionais de bandamento cromossdémico. Para regides de perda de heterozigose
sdo considerados apenas segmentos maiores que 5 Mb. Variagdes no numero de
copias de sequéncias de DNA encontradas comumente na populagdo em geral ndo
sdo consideradas, considerando-se o banco de dados Database of Genomic Variants
(DGV).

A analise por CMA ndo detecta alteragbes cromossOmicas equilibradas,
alteracbes no DNA mitocondrial ou mutacbes de ponto. Além disso, alteragdes
cromossOmicas em mosaico com frequéncia inferior a 30 % podem n&o ser

identificadas.

3.4. HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE (FISH)

Para a melhor caracterizagao das alteragées cromossdmicas em alguns casos
foi realizada a técnica de hibridagdo in situ fluorescente. O protocolo utilizado foi
adaptado pelo laboratério de genética do departamento de genética do Instituto de
Biociéncias da Universidade de S&o Paulo (IB-USP). As sondas utilizadas foram
sondas clonadas em BAC pela Dra. Carla Rosenberg e pertencem ao Sanger Institute
(Tabela 1).

Tabela 1. Sondas utilizadas na técnica de hibridag&o in situ fluorescente (FISH) realizada neste estudo.
As sondas foram clonadas em BAC e pertencem ao Sanger Institute e foram clonadas e cedidas pela

Dra. Carla Rosenberg.

Sonda Localizagao no Posigao (hg19)
Cromossomo

RP11-4F22 17q924.2 64,257,295-64,434,375

RP11-155C2 17925.1 71,935,345-72,128,170

RP11-92G19 18p11.31 4,936,281-5,093,813

RP11-36J15 18p11.22 9,459,213-9,643,170

As sondas foram extraidas com o kit /lustra™ plasmidPrep Mini Spin (GE
Healthcare) e seguindo o protocolo do mesmo. As sondas foram quantificadas e

qualificadas por Nanodrop e obtiveram concentracdes e qualidade satisfatorias.
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As sondas foram marcadas por nick translation com digoxigenina ou biotina por
meio, respectivamente, da incorporagdo dos nucleotideos Dig-11-dUTP ou Bio-16-
dUTP, utilizando os kits de marcagao Dig-Nick Translation (Roche Applied Science)
ou Biotin-Nick Translation Mix (Roche Applied Science), conforme instrugbes do
fabricante. A supressao de sequéncias repetitivas foi feita com DNA humano Cot-1
(Invitrogen), durante a etapa de precipitagdo. Foi adicionado 20 pyl de meio de
hibridacao (50 % formamida, e 10 % dextran sulfato, em 2xSSC) em cada sonda e
elas foram desnaturadas a 37 °C por 5 min e, logo apés a 100 °C por 10 min. Em
seguida, as sondas foram deixadas a 37 °C na etapa de pre-annealing por 45 min. O
DNA das amostras nas laminas foi desnaturado em solugédo de desnaturagao (70 %
formamida/ 2xSSC) a 72 °C por 2 minutos. A hibridacdo foi realizada em camara
Umida por 48 horas a 37 °C. Para a detecgdo das sondas marcadas com biotina,
utilizou-se avidina conjugada a FITC e para a detec¢gdo de sondas marcadas com
digoxigenina, utilizou-se anti-digoxigenina conjugada a rodamina, ambas na
concentragdo de 1:200. As sondas foram mantidas com os anticorpos a 37 °C por 50
min em camara escura. As laminas foram montadas em Vectashield Mouting Medium
(Vector Laboratories) contendo o corante DAPI (0,8 pg/mL) (Sigma). A analise foi
realizada em microscopio de fluorescéncia Axiophot 2 (Carl Zeiss). Para a
documentacgdo, as imagens foram capturadas por camara de CCD e processadas,

utilizando-se o software ISIS (MetaSystem).

3.5. SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO MATE-PAIR

As alteragbes cromossémicas identificadas n&o previamente descritas foram
analisadas por meio da metodologia de sequenciamento de nova geragédo (NGS), que
compreende a construgdo de bibliotecas de fragmentos de DNA a partir do método
mate-pair, seguida do sequenciamento paired-end destes fragmentos produzidos,

conforme descrito em (63). O workflow seguido durante o sequenciamento esta



55

esquematizado abaixo (Figura 14). Os segmentos contendo os pontos de quebra

foram confirmados por PCR e sequenciamento Sanger.
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Figura 14. Esquema representando o workflow do método de sequenciamento mate-pair, feito em

colaboragéo com a Universidade de Copenhagen (Dinamarca).

As bibliotecas mate-pair foram preparadas usando o kit Nextera Mate Pair
Library Prep kit (llumina®), de acordo com o protocolo do fabricante, com
modifica¢des, seguindo as etapas: 1- Tagmentagdo do DNA genémico: etapa em que
o DNAg é tagmentado por um transpossomo e com isso, é fragmentado e ligado a
adaptadores; 2- Purificacdo da reagdo de tagmentacgao: etapa para purificar o DNA
tagmentado, utilizando o Zymo Genomic DNA Clean & Concentrator; 3- Strand
Displacement; essa etapa repara uma pequena lacuna de fita simples que surgiu
durante o processo de tagmentagdo do DNAg. Para tanto, € utilizada uma polimerase
(Strand Displacement Enzyme Mix); 4- Purificacdo do DNA: fragmentos menores que
<1500 bp séo removidos utilizando AMPure XP beads; 5- Circularizagdo do DNA: essa

etapa utiliza uma ligadura intramolecular de extremidade fechada para circularizar o
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DNA; 6- Remocao de DNA linear: utiliza um tratamento com exonuclease de DNA
para remover DNA linear. O DNA circularizado permanece intacto; 7- Fragmentagao
do DNA circularizado: aqui o DNA circularizado é fragmentado para criar fragmentos
menores, de aproximadamente 300 a 1000 bp. Essa etapa também gera DNA de
dupla fita com extremidades 3’ ou 5’ suspensas; 8- Purificagdo do DNA fragmentado:
nessa etapa, utilizam-se Streptavidin Magnetic Beads (Dynabeads M-280) para
purificar os fragmentos de DNA que contenham adaptadores (fragmentos mate-pair).
Fragmentos que ndo apresentam adaptadores s&o removidos através de uma série
de lavagens com Bead Wash Buffer; 9- Reparacéo das extremidades suspensas: essa
etapa repara as extremidades 3’e 5’suspensas produzidas pelo processo de
fragmentacgao, utilizando o End Repair Mix. O DNA continua ligado as beads durante
toda essa etapa e nas etapas de lavagens subsequentes, com Bead Wash Buffer; 10-
Adic&o de um nucleotideo adenina a extremidade 3’ dos fragmentos reparados: utiliza
A-Tailing Mix. Isso previne que esses fragmentos se conectem entre si durante a etapa
de ligagdo dos adaptadores; 11- Ligacdo dos adaptadores: essa etapa liga
adaptadores (TruSeq DNA adapters) as extremidades dos fragmentos de DNA
(utilizando Ligation Mix e DNA Adapter Index), preparando-os para a amplificagao e
subsequente hibridizagdo a uma célula de fluxo (flow cell). A ligagao é feita nas beads
e o DNA permanece ligado as beads durante essa etapa e as lavagens subsequentes
(Bead Wash Buffer); 12- Amplificagdo das bibliotecas: aqui os fragmentos de DNA
com adaptadores em ambas as extremidades sdo amplificados pela técnica de PCR,
utilizando PCR Master Mix e PCR Primer Cocktail; 13- Purificagdo das bibliotecas:
utilizando AMPure XP beads, as bibliotecas de DNA sao purificadas, com a remogao
de fragmentos menores que <300 bp; 14- Lavagem: as bibliotecas de DNA restantes
passaram por lavagem com etanol 70 % e foram ressuspendidas em Resuspension
Buffer; 15- Quantificagdo de DNA: o sobrenadante contendo a biblioteca final de cada
amostra foi quantificado utilizando o GeneRead Library Quant Kit (Qiagen); 16-
Sequenciamento lllumina (mate-pair): as bibliotecas de DNA das amostras foram
sequenciadas utilizando a técnica paired-end (2x100 bp), no sequenciador HiSeq2000
(Mumina).

A analise in silico foi realizada de acordo com o protocolo (pipeline) ja
estabelecido no laboratério do Prof. Dr. Niels Tommerup, desenvolvido pelo Dr. Mads
Bak, seguindo as etapas relacionadas a seguir: 1- Apds o sequenciamento mate-pair,

foram produzidos arquivos Fastq de cada amostra de DNA; 2- Os adaptadores foram
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removidos, criando arquivos fastq_cutadapt; 3- Os reads foram alinhadas em relagao
ao genoma de referéncia, hg38 (December, 2013), usando Burrows-Wheeler
Alignment (BWA), criando um arquivo SAM; 4- Utilizando SAMTools, retiraram-se as
sequencias com mais de dois mismatches, duplicatas de PCR e reads multialinhadas
no genoma, criando um outro arquivo SAM (Primary alignments). 5- Utilizando o
programa SVDetect, os reads discordantes, ou seja, aqueles mate-paired reads que
se alinharam ao genoma de referéncia de maneira inesperada foram selecionados
como possiveis resultados de rearranjos cromossdmicos (Figura 15). 6- O programa
SVDetect s6 considerou os pontos de quebra que foram confirmados por, pelo menos
seis mate-paired reads em uma regido de até 6 kb de extensdo. Foram criados dois
arquivos a partir da analise do SVDetect, um deles mostra todos os possiveis
rearranjos encontrados e o outro, filtra esses rearranjos e retira da analise rearranjos
que intersectam rearranjos conhecidos na populacéo, utilizando o banco de dados
disponivel do laboratério do Prof. Dr. Niels Tommerup para tal comparagao, criando
um arquivo filtered.bed. 7- O resultado da analise do SVDetect foi exportado para o
formato CIRCOS. 8- Para a analise e visualizagédo das reads, utilizou-se o programa
Integrative Genomics Viewer (IGV 2.4.5). Os sequenciamentos tém uma faixa de

cobertura em torno de 20x.
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Figura 15. Esquema ilustrativo de analise de reads discordantes a partir do sequenciamento mate-pair
acima. Abaixo, a representagao de dois cromossomos derivativos resultantes de uma translocacgao
entre os cromossomos 9 e 20, com os pontos de quebra identificados pelos reads discordantes nas
regides 9921.12 e 20911.23. Observe que os reads azuis em der 9 (fita negativa), sdo pareados com
os reads rosas encontrados em der 20 (fita positiva). Da mesma forma, os reads em azul encontrados
em der 20 (fita negativa), sdo pareados com os reads em rosa encontrados no der 9 (fita positiva). O
ponto de quebra é identificado quando mais de trés reads discordantes sdo encontrados em
determinada regido — 9912.21 e 20911.23 — e s&o visualizados exatamente entre os reads que estédo

mais préoximos no resultado e que estdo em fitas diferentes no DNA.
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4.1. DESCRICAO CLINICA

O paciente 1 é filho de pais ndo-consanguineos. Foi encaminhado ao Servigo
de Genética do HUB-UNB por suspeita de doenga genética. Seu diagnostico primario
sugeria uma cromossomopatia.

O paciente nasceu de parto cesareo a termo (38 semanas) apos uma gestacéo
sem complicagbes, com exames pré-natais em dia. Seu peso ao nascer foi de 2.845
g, 45 cm de estatura e perimetro cefalico (PC) de 30 cm. O paciente ficou 12 dias
internado na UTI sob observacdo porque a obstetra achou que a crianga tinha
caracteristicas da S. de Edwards. Todos os exames feitos de rotina foram
considerados normais. Constatou-se ao exame fisico, microcefalia (PC =34,2 cm; p <
2°), baixa estatura (53 cm; p < 3°, assimetria facial com o lado esquerdo menor que o
lado direito, achatamento lateral do cranio, microftalmia e ptose a esquerda, olhos
amendoados, fendas palpebrais horizontais e sobrancelhas bem povoadas e
levemente arqueadas. As orelhas eram normoimplantadas, pontiagudas e com lobos
grandes. O nariz era arrebitado com sulco na ponta, columelas visiveis, boca reta,
freio lingual curto, palato alto e queixo protuso.

Além disso, mostrava ter pescogo curto, mdos com prega unica a esquerda
com implantagdo proximal do primeiro quirodactilo a direita, terceiro e quarto dedos
rodados no eixo. Coluna vertebral com fosseta sacral, nevo no quadril a esquerda,
genitalia com bolsa escrotal hipoplasica e criptorquidia bilateral (corrigida por cirurgia).
Ademais, apresentava pé direito torto com sobreposi¢ao do 2° sobre o 3° pododactilo
bilateralmente.

Os marcos no seu desenvolvimento apontavam atraso cognitivo: engatinhou
com sete meses, andou com um ano, mas so falou com trés anos e com quatro anos
falava enrolado, ndo reconhecia letras ou numeros e n&o desenhava. Era sociavel,

hiperativo e muito disperso.

4.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

Foram realizados dois exames de cariétipo no material do paciente 1, e cada
um deles revelou um resultado diferente. O primeiro, feito em laboratério privado,

revelou uma duplicagdo no brago longo do cromossomo 17 em mosaico, como segue:
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46,XY,gh+,dup(17)(q24925.1)[13]/46,XY,gh+[7]. O segundo, feito no Laboratério de
Genética da Faculdade de Medicina da UnB, mostrou uma inversdo no cromossomo
17 em mosaico: 46,XY,inv(17)q21.2;924)[16]/46,XY[17]. No entanto, a CMA mostrou
tratar-se de uma duplicagdo do segmento 17q24.2-17q25.3 (64,312,801-75,884,602
bp, hg19) de aproximadamente 11,5 Mb (Figura 16).
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Figura 16. Resultado da analise cromossémica por microarranjo do paciente 1. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagdes e vermelho
para delegdes) e representa a regido de duplicagdo no cromossomo 17, como segue: 17924.2-17q25.3 (64,312,801-75,884,602 bp, hg19). b) linha que mostra
todas as sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que na regido da duplicagdo as sondas correspondentes aparecem em
maior quantidade do que o normal. ¢) linha que mostra a quantidade de cépias referentes as sondas da linha anterior. Note-se que na regido da duplicacdo ha
trés copias para essa regiao de sondas. d) linha que mostra regiées de perda de heterozigose, quando presente. e) linha correspondente as sondas do tipo

SNP (genotipagem). Note-se que na regido de duplicagdo ha uma quarta linha nessa regido. f) faixa de genes descritos na regido em hg19.
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4.3. RESULTADO DO EXAME DE FISH

Ao confrontar os resultados do exame de cariétipo e da analise de CMA do
paciente 1, sup6s-se que o fragmento duplicado do paciente também estaria invertido
e para investigar essa possibilidade foi feita a técnica de FISH na amostra de DNA
deste paciente. O resultado apresentado abaixo (Figura 17) mostrou que, de fato
existe uma duplicagdo na regido 17925.1 (localizagdo da sonda RP11-155C2, vide
item 3.4), porem o fragmento duplicado esta inserido em outro cromossomo,
pertencente ao grupo C, possivelmente o cromossomo 6 ou 7. Além disso,
comparando a disténcia entre as duas sondas utilizadas (RP11-4F22/RP11-155C2,
vide item 3.4) com uma amostra controle com as mesmas sondas, pode-se perceber
gue em um dos cromossomos 17 do paciente, as sondas estdo muito mais préximas
do que no outro e do que na amostra controle. Isso sugere que ha uma inversao na

regido em que foi identificada a duplicagéo por CMA.
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Figura 17. Resultado da analise de FISH em metafases do paciente 1. Foram analisadas diversas

|

metafases. Na imagem a esquerda, é possivel identificar a presenga de ambas as sondas RP11-4F22
(vermelho) e RP11-155C2 (verde) nos cromossomos 17, representadas pelas setas mais grossas.
Também é possivel identificar a sonda verde inserida em outro cromossomo do grupo C, possivelmente

um 6 ou 7 (seta mais fina). A imagem a direita mostra o resultado do FISH com as mesmas sondas em
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uma amostra controle. As sondas estao localizadas em ambos os cromossomos 17 (setas) e a distancia
entre elas é similar a distdncia mostrada no cromossomo 17 do paciente na imagem a esquerda (seta
vertical). J& o outro cromossomo 17 do paciente (seta diagonal) mostra as duas sondas muitos mais
préximas, sugerindo que neste existe uma inversdo na regido. Esquema abaixo representa a posicéao
e marcagéo das sondas RP11-4F22 (vermelha) e RP11-155C2 (verde) no cromossomo 17 humano.
Este esquema foi adaptado a partir do ideograma retirado do sitio

https://ghr.nim.nih.gov/chromosome/17/ideogram.png (Acesso em 11.04.17).

4.4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas amostras de DNA do paciente 1 sugeriram, a
principio rearranjos diferentes, com o cariétipo resultando em inversao paracéntrica
no brago longo do cromossomo 17 e outro cariotipo sugerindo uma duplicagédo em
segmentos também do brago longo do mesmo cromossomo.

Somente pela analise de microarranjo foi possivel confirmar que ele possuia
uma duplicagdo parcial do bragco longo do cromossomo 17. Essa duplicagéo esta
inserida em outro cromossomo como sugerido pela analise de FISH. Esse achado nédo
valida o cariotipo realizado pelo laboratorio privado pois a regido duplicada esta em
outro cromossomo do grupo C e ndo no préprio cromossomo 17, como sugere esse
caridtipo. Esses dados, juntamente com o cariétipo obtido pelo Laboratério de
Genética da UnB corroboram a ideia de que ha algum rearranjo na regidao do brago
longo do cromossomo 17, porém, novos estudos com FISH a partir de metafases mais
alongadas precisam ser feitos a fim de caracterizar melhor o rearranjo.

A duplicacao, ou mesmo os pontos de quebra da inversédo ou insercao podem
ter interrompido algum gene na regiao ou alterado a TAD desse locus génico.

O segmento duplicado contém aproximadamente 90 genes indexados ao
OMIM e que potencialmente contribuem para o quadro clinico do paciente. Entre eles,
poucos genes parecem ter alguma indicagdo de atuagéo no sistema nervoso, como
HELZ (OMIM 606699) e METTL23 (OMIM 615262) que tem envolvimento na
patogénese de deficiéncia intelectual (73; 74) e dois genes envolvidos na formagao
esquelética, SOX9 (OMIM 608160) (75) e BPTF (OMIM 601819) (76). Esses genes,
por si sO, ndo podem ser responsaveis diretamente pelo quadro clinico apresentado
pelo paciente 1, mas em conjunto explicam as manifestagdes clinicas do paciente,
principalmente a regidao 17925.3 que pode ser um loci génico importante para o

desenvolvimento cerebral (77).
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4.5. CONCLUSOES

O paciente 1 é portador de uma duplicagdo do brago longo do cromossomo 17
englobando os segmentos 17924.2-925.3. Essa duplicagdo esta inserida em outro
cromossomo ainda nado definido podendo se tratar de rearranjo complexo com uma
possivel inversdo no brago longo do cromossomo 17. O grande numero de genes

alterados explica o quadro clinico do paciente.
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5.1. DESCRICAO CLINICA

O paciente 2 é filho de pais ndo consanguineos. Foi encaminhado ao Servigo
de Genética do HUB-UNnB por suspeita de doenga genética porque apresentava
malformagdes multiplas. Seu diagndstico primario sugeria S. Acrocalosal. O paciente
2 nasceu apos gestacdo de 38 semanas e cinco dias de parto cesareo pesando 3.070
g e medindo 51 cm com dificuldade respiratéria e ictericia. Ficou internado por 20 dias
na maternidade porque apresentava preferéncia pelo lado direito com movimentos
lentos no lado esquerdo e rigidez.

Apresenta atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (andou com trés anos
de idade). Ao exame clinico, aos quatro anos, foi observada macrocefalia (PC = 54
cm; p > 98°) — também presente em ambos os genitores (Made PC = 58 cm; p > 98°/
Pai PC = 63 cm; p > 98°) —, hipertelorismo (DIl = 3,2 mm; DIE = 9,0 mm; p > 97°
ambos), fronte ampla com implantagao irregular do cabelo, fendas palpebrais obliquas
para baixo e estreitas, sobrancelhas arqueadas e orelhas rodadas para tras com
concha lisa. Além disso tinha uma raiz nasal baixa, filtro médio e ponta globosa e boca
em forma de arco de cupido, com labio superior protruso, além de retrognatia e
pescoco curto.

Nas maos apresentava prega palmar unica na mao direita sem prega tenar e
presenga de prega palmar unica com esbogo de prega tenar na mao esquerda.
Constatou-se também sindactilia cutanea parcial entre o segundo e o terceiro digitos
na mao direita e entre o terceiro e quarto digitos na m&o esquerda. Em ambos os pés,
0 paciente apresentava polidactilia pré-axial.

Exames de tomografia e de ressonancia do cranio do paciente 2, mostraram
que existe um encurtamento e afilamento da por¢ao do esplénio do corpo caloso com
consequente alongamento do atrio e do corno posterior dos ventriculos laterais além
de auséncia do septo pelucido e situacio baixa do fornix.

Pelo historico familiar, ha também a informagéo de que os pais tiveram um feto
com multiplas malformacdes e polidactilia pés-axial que veio a ébito 18 dias apds o
parto depois de aproximadamente oito meses de gestagdo. Ha ainda outra crianga

gue apresenta desenvolvimento normal.
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5.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO

O exame de caridtipo realizado na amostra do paciente revelou uma inverséo
pericéntrica de um cromossomo 7, entre o braco curto (p13) e o brago longo (q36),
determinando o carittipo: 46,XY,inv(7)(p13;9036). O pai do paciente também
apresentou a mesma alteragao ao cariétipo que o filho, mostrando que essa inversao
foi herdada.

O resultado da analise cromossdmica por microarranjo do paciente 2 mostrou
uma deleg¢ao na regido 7p14.1-p12.3 (40,607,731-45,408,798 bp, hg19) de 4,8 Mb de
extensdo, herdada do pai. Essa regido inclui o gene GLI3 (Gli Family Zing Finger 3)
(OMIM 165240), que € o responsavel pelo quadro clinico apresentado pelo paciente
(Figura 18).

O gene GLI3, quando alterado causa uma haploinsuficiéncia da proteina e esta
relacionada com o desenvolvimento da sindrome de cefalopolisindactilia de Greig
(OMIM 175700), cujos sintomas estdo presentes no paciente 2, como: macrocrania,
hipertelorismo e polisindactilia (78).

O pai do paciente € portador da inversédo e apresenta também manifestacdes

da sindrome como macrocrania e sindactilia.
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Figura 18. Resultado da analise cromossémica por microarranjo do paciente 2. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagdes e vermelho

para delegbes) e representa a regido de delegao na regido do brago curto do cromossomo 7p14.1-p12.3 (40,607,731-45,408,798 bp, hg19), que inclui o gene
GLI3, responsavel pelo quadro clinico apresentado. b) linha que mostra todas as sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo em questdo. Note-se que
na regido da dele¢éo as sondas correspondentes aparecem em menor quantidade do que o normal. c) linha que mostra a quantidade de copias referentes as
sondas da linha anterior. Note-se que na regido da delecdo ha uma copia para essa regido de sondas. d) linha que mostra regides de perda de heterozigose,
quando presente. e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que na regido da delegcdo ha apenas duas linhas. f) faixa de genes

descritos na regido em hg19.
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5.3. DISCUSSAO

O exame de caridtipo feito nas metafases do paciente 2 evidenciou uma
inversao pericéntrica no cromossomo 7. A analise cromossdmica por microarranjo do
paciente 2 mostrou que ele apresenta uma delecio intersticial no cromossomo 7p, na
regido que inclui o gene GLI3 (gli family zing finger 3) e, provavelmente, a
haploinsuficiéncia deste gene seja o responsavel pelo quadro clinico apresentado por
ele. Esse segmento pode ter se perdido na regido do ponto de quebra da inversao.

O gene GLI3, quando mutado, causa cefalopolisindactilia de Greig (GCPS),
primeiramente descoberta por Greig em 1928 (79). Essa sindrome apresenta herancga
autossdbmica dominante e afeta a formacdo dos membros e desenvolvimento
craniofacial (80; 81).

Suas principais caracteristicas incluem macrocefalia, testa proeminente ou
larga (82), hipertelorismo, ponte nasal larga, malforma¢cdes nos membros,
principalmente polidactilia das maos e dos pés pré- ou pds-axial com duplicagédo ou
nao dos polegares e dos halluces (82), e sindactilia cutdnea dos dedos das méos e
dos pés (81). Essas caracteristicas podem variar em cada caso, apesar de apresentar
alta penetrancia (82). Essa sindrome também pode ser associada a deficiéncia
intelectual, atraso no desenvolvimento (81) e malformagbes no corpo caloso e
ventriculomegalia (82).

O gene GLI3, localizado no cromossomo 7p14.1 codifica um fator de
transcricdo do tipo zinc-finger expresso precocemente durante o desenvolvimento
(83), tem efeito pleiotrépico e € um regulador downstream da via sonic hedgehog (82).
Essa via apresenta diversos genes que causam fenotipos anormais quando mutados,
como SHH (sonic hedgehog) (83). Quando na presenga de SHH, GLI3 funciona como
um ativador transcricional (GLI3A) (78), enquanto que na auséncia de SHH, ele é
clivado para produzir um repressor (GLI3R) (78)(83).

O paciente 2, como ja mostrado, apresenta as principais caracteristicas
associadas a sindrome GCPS, sendo a macrocefalia, hipertelorismo e polidactilia pré-
axial em ambos os pés, halluces largos e duplicados, sindactilia cutanea parcial entre
0 segundo e o terceiro digitos na méo direita e entre o terceiro e quarto digitos na mao
esquerda. Além disso, ele também apresenta caracteristicas relacionadas com a
sindrome, porém pouco relatadas, como o atraso no desenvolvimento psicomotor e

malformagao no corpo caloso. Seu pai também apresenta quadro clinico semelhante.
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A delecdo no cromossomo 7p14.1-p12.3 mostrada no paciente, tem uma
extensdo de aproximadamente 4,2 Mb e inclui todo o gene GL/3, assim como outros
proximos a ele. Na literatura, ha uma conveng¢ao em que delegcbes maiores que 1 Mb
na regido e que incluem outros genes além de GL/3, correspondem a sindrome de
cefalopolisindactilia de Greig de genes contiguos (GCPS-CGS) (84). Acredita-se que

o tamanho da delecédo esta correlacionado com a gravidade da doenca (84).

5.4. CONCLUSOES

O paciente 2 é portador de uma inversdo pericéntrica do cromossomo 7
46,XY,inv(7)(p13;936), herdada do pai também afetado. Além da invers&o, ha a perda
de um segmento de DNA na banda 7p14.1-p12.3, que pode ter sido perdida durante
a formacéao da inversao.

No segmento deletado esta mapeado o gene GLI/3, ja descrito na literatura
como causa da Cefalopolissindactilia de Greig, cujas caracteristicas principais estao
presentes no paciente 2: macrocrania, sindactilia e hipertelorismo. Dessa forma, a
identificacdo de uma delegao incluindo esse gene explica o quadro clinico do paciente

e seu pai.
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6.1. DESCRICAO CLINICA

A paciente 3 compareceu inicialmente ao Servico de Genética para avaliacédo
de seu filho que apresenta deficiéncia intelectual grave e multiplas malformagdes. O
menino apresenta um cromossomo extranumerario formado por segmentos
duplicados advindos de uma translocagao der(9)t(2;9)(p25;913) herdada da paciente
3.

A paciente 3, por sua vez, apresenta translocagcdo equilibrada
46,XX,1(2;9)(p25;913) e as seguintes caracteristicas fenotipicas: deficiéncia intelectual
moderada, baixa estatura (p < 3°), prega palmar unica, encurtamento do quinto dedo
da méo esquerda e encurtamento dos 4° e 5° dedos do pé esquerdo. Ela afirmou que
desistiu da escola quando ela tinha oito anos de idade porque apresentava
dificuldades de aprendizagem — n&o consegue ler ou escrever e so6 conta até 10. A
paciente ainda relatou que sua mae, irmao e avdé materno apresentavam deficiéncia
intelectual, mas n&o estavam disponiveis para avaliagdo médica.

O filho da paciente 3 nasceu apds aproximadamente nove meses de gestacéo
com agravos (m&e com hipertensdo gestacional) através de parto cesareo e
permaneceu na maternidade por dois anos. Nasceu com hipotonia, com desconforto
respiratorio e evoluiu com anemia e pneumonia. Sentou com um ano, andou com trés
anos, nao fala até hoje (11 anos de idade) e ainda utiliza fraldas (11 anos de idade).

Foi avaliado aos 11 anos de idade no Servigo de Genética a primeira vez e ao
exame clinico foi visto braquicefalia, fronte ampla, implantacao alta dos cabelos na
fonte, sobrancelhas ralas, fendas palpebrais retas, raiz nasal alta, dorso nasal reto,
columela curta, macrostomia aparente, orelhas proeminentes. Maos com prega
palmar unica e hiperextensibilidade articular. Membros inferiores com aumento da
distancia entre os 1° e 2° pododactilos e encurtamento dos haluces, com implantacao
profunda de unhas bilateralmente. Tem deficiéncia intelectual grave, € auto agressivo
e inquieto. Apresentou crises convulsivas controlada com Gardenal. Teve cardiopatia
congénita.

A paciente 3 tem ainda outros dois filhos que foram considerados normais.
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6.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

Exame de cariotipo foi realizado em amostras de DNA da paciente 3 e de seu
flho e o resultado mostrou o0s seguintes caridtipos, respectivamente:
46,XX,1(2;9)(p25;913) e 47,XY,+der(9)t(2;9)(p25;q13)mat. O filho apresenta um
cromossomo extranumerario formado por regides de ambos 0s cromossomos

envolvidos no rearranjo descrito (Figura 19).
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Figura 19. Translocagdo apresentada na paciente 3 (A) e no seu filho (B). A) Cariétipo e representacao
diagramatica da translocacao equilibrada entre os cromossomos 2 e 9 identificada no DNA da paciente
3. B) Caridtipo e representacao diagramatica de um cromossomo derivativo extranumerario — marcador

— encontrado no filho.

A analise cromossOdmica por microarranjo na paciente ndo mostrou ganho ou
perda de segmentos cromossémicos (Figura 20). No entanto, a analise do filho
mostrou uma duplicagdo parcial do brago curto do cromossomo 2 e uma duplicacao
de todo o brago curto do cromossomo 9: 2p25.3p25.1 (12,770-8,187,008)x3 (hg19) e
9p24.3913 (208,454-68,358,120)x3 (hg19) (Figura 21).

A regiao do ponto de quebra no cromossomo 2 interrompe o gene LINC00299
(Long Intergenic Non-Protein Coding RNA 299), entre o penultimo e o ultimo éxon
(Figura 22). Ja no cromossomo 9, a regido da quebra inclui o brago curto e uma parte

da regido centromérica, ndo especificada. (Figura 23).
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Figura  20. Resultado da  analise
cromossOmica por microarranjo da paciente 3,
a qual apresenta uma translocagao equilibrada
entre os cromossomos 2 e 9. a) linha que
mostra os segmentos alterados (azul para
duplicacbes e vermelho para delegbes),
indicando que nao existem alteracdes
significativas nos cromossomos 2 e 9 da
paciente 3. b) linha que mostra todas as
sondas nao-polimoérficas  presentes  no
cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. c) linha que
mostra a quantidade de copias referentes as
sondas da linha anterior. Novamente, esta
normal em ambos os cromossomos. d) linha
que mostra regides de perda de heterozigose,
quando presente. e) linha correspondente as
sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se
que esta normal para ambos 0os cromossomos.

f) faixa de genes descritos na regido em hg19.
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Figura 21. Resultado da analise cromossémica por
microarranjo do filho da paciente 3. a) linha que
mostra os segmentos alterados (azul para
duplicagbes e vermelho para delegbes) e
representa a regido de duplicagcédo no cromossomo
2 e 9, como segue: 2p25.3p25.1 (12,770-
8,187,008)x3 (hg19) e 9p24.3q13 (208,454-
68,358,120)x3 (hg19). b) linha que mostra todas as
sondas nao-polimérficas presentes no cromossomo
em questdo. Note-se que na regido da duplicagéo
no cromossomo 2, as sondas correspondentes
aparecem em maior quantidade do que o normal.
Note-se também, que na regido da duplicagdo no
cromossomo 9, as sondas também aparecem em
maior quantidade que o normal, mas nesse caso,
nao podemos saber exatamente onde termina essa
duplicagéo pois envolve o brago curto e parte de
uma regido centromérica e/ou de heterocromatina,
que apresenta sequencias de DNA repetitivo. c)
linha que mostra a quantidade de cépias referentes
as sondas da linha anterior. Note-se que na regido
da duplicagédo ha trés copias para essa regido de
sondas em ambos os cromossomos. d) linha que
mostra regides de perda de heterozigose, quando

presentes. e) linha correspondente as sondas do

tipo SNP (genotipagem). Note-se que na regido de duplicagdo ha uma quarta linha nessa regido. f) faixa de genes descritos na regiao em hg19.
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Figura 22. Resultado da analise cromossémica por microarranjo da paciente 3 (em rosa) em comparagdo com o resultado do filho da paciente 3 (em azul),
mostrando o ponto de quebra no cromossomo 2p25.3p25.1 (12,770-8,187,008 bp, hg 19)x3 no microarranjo do filho, que atinge a regido entre os dois ultimos
éxons do gene LINC00299.
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regido centromérica e/ou heterocromatina, nao especificada por se tratar de uma regido de sequencias repetitivas de DNA.
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Figura 23. Resultado da analise cromossdmica por microarranjo da paciente 3 (em rosa) em comparagédo com o resultado do filho da paciente 3 (em azul),

mostrando o ponto de quebra no cromossomo 9p24.3913 (208,454-68,358,120, hg 19)x3 no microarranjo do seu filho, que atinge o brago curto e parte da
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6.3. DISCUSSAO

A paciente 3 apresenta uma translocacgao equilibrada identificada ao cariétipo.
Essa translocagédo envolve os cromossomos 2 e 9. Seu filho herdou a translocagao
nao equilibrada apresentando um cromossomo extranumerario formado por
segmentos dos cromossomos 2 e 9.

De acordo com a analise de microarranjo, a regidao do ponto de quebra no
cromossomo 2 interrompe o gene LINC00299, localizado na regiao 2p25.1
(8,147,901-8,468,549, hg19). Os IncRNAs representam uma categoria de RNAs nao
codificantes regulatérios e tem por caracteristicas apresentarem mais de 200
nucleotideos, distanciarem cerca de 10 kb de genes codificantes (85) e néao
apresentarem um quadro de leitura aberta.

Os IncRNAs atuam em diversos processos bioldgicos como, por exemplo,
diferenciagdo celular e terapéutica em casos de doengas autoimunes (86),
osteogénese, atividade supressora de tumor (87), remodelamento de tecido cardiaco
apos processos patoldgicos (88) e, além disso, também s&o expressos em inumeros
tipos de canceres, como carcinoma nasofaringeo (89), cancer de prostata (90),
carcinoma hepatocelular (91) e outros.

A respeito do sistema nervoso central (SNC), aproximadamente 800 IncRNAs
sdo expressos em regides e células especificas presentes no SNC de camundongos
(92). Entre as suas funcbes neste sistema estdo: diferenciagdo neuronal (93),
plasticidade neural (94) e desenvolvimento cerebral (95).

Disrupgédo do gene LINC00299 foi descrita em um individuo com deficiéncia
intelectual que apresentava uma translocagao equilibrada entre os cromossomos 2 e
11 e cujo o ponto de quebra no cromossomo 2 incluia a parte final do gene (96). Esses
autores descreveram também pacientes com pequenas CNVs que incluiam parte do
gene e apresentavam transtornos do neurodesenvolvimento (96).

Além desse, outro individuo com desordem neurocognitiva apresentava uma
anormalidade cromossémica que, entre pelo menos outros seis genes, também
apresentava uma interrupgédo no gene LINC00299, fortalecendo a ideia de que este
gene seja um gene responsavel pela deficiéncia intelectual e neurodesenvolvimento
anormal (97).

A variabilidade clinica e a gravidade dos fenotipos apresentados pela nossa

paciente, seu filho e o outros estudos aqui citados, todos com interrup¢do no gene
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LINC00299, pode estar relacionada a diversidade de isoformas e/ou a expressao
temporal e espacial do RNA entre outras causas. Portanto, investigacbes futuras
sobre o papel de LINC00299 no desenvolvimento neurologico devem ser feitas a fim

de compreender melhor seus efeitos patologicos.

6.4. CONCLUSOES

A paciente 3 apresenta uma translocagao equilibrada entre os cromossomos 2
e 9, cujo ponto de quebra pbéde ser confirmado por meio da analise do CMA de seu
filho, portador da mesma translocag¢ao na sua forma nao equilibrada.

No ponto de quebra do cromossomo 2, a paciente 3 tem o gene LINC00299
interrompido. Outros casos de disrupgao de LINC00299 foram relatados em individuos
com deficiéncia intelectual.

Esse caso corrobora, portanto, o papel do gene LINC00299 como causa de

deficiéncia intelectual (Anexo I).
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7.1. DESCRICAO CLINICA

O paciente 4 é filho de pais consanguineos, primos em primeiro grau e foi
encaminhado para o Servigo de Genética por suspeita de doenga genética por
apresentar deficiéncia intelectual moderada, com atraso no desenvolvimento
psicomotor e cognitivo. Seu diagndstico primario era deficiéncia intelectual moderada
por cromossomopatia.

Nasceu apds gestagcdo normal a termo com aproximadamente nove meses
através de parto normal, pesando 3.200 g e com estatura de 50 cm e perimetro
cefalico de 36 cm. O paciente 4 sentou e engatinhou com sete meses, andou apés
dois anos, falou as primeiras palavras com um ano e formulou frases com dois anos.

No exame fisico aos 11 anos apresentava macrossomia (PC = 58,2 cm; p >
98°% E = 162,5 cm; p > 97° P = 45,4 kg; p = 90° - 97°), hipoplasia de face média,
fendas palpebrais obliquas para baixo, nariz com raiz média, dorso largo e ponta
bulbosa, tendéncia a deixar a boca entreaberta e lingua protusa (sem macroglossia),
palato alto e orelhas normoimplantadas. Apresentava prega palmar unica a esquerda.

Faz acompanhamento com neurologista e utilizada medicamentos para tratar
movimentos involuntarios (tiques). Fez exames cardiologicos, oftalmoldgicos e

abdominais todos com resultados normais.

7.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

Foi solicitado o cari6tipo do paciente, de sua irma e de seus pais. No resultado,
constatou-se uma translocacido aparentemente equilibrada, envolvendo os
cromossomos 2 e 11 como segue: 46,XY,1(2;11)(q13;912.1). A irma do paciente
também apresentou a mesma translocacao, (46,XX,t(2;11)(q13;912.1), e demonstrou
ter dificuldades escolares. Ambos genitores, que s&o consanguineos, sao portadores
da translocagao. Dessa forma, pode-se concluir que este rearranjo foi herdado de um
dos pais. A méae apresentava comportamento semelhante ao do paciente: desviava o
olhar e se assemelhava fisicamente a ele, além de ter relatado apresentar dificuldade
de aprendizado. O pai era considerado normal.

A anadlise cromossémica por microarranjo nao identificou delegdes ou

duplica¢gdes associadas aos cromossomos 2 € 11 confirmando que a translocag¢ao do
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paciente é de fato equilibrada (Figura 24). Devido a consanguinidade parental foram

identificados diversos blocos de auséncia de heterozigose.
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Figura 24. Resultado da  analise
cromossOmica por microarranjo do paciente 4.
a) linha que mostra os segmentos alterados
(azul para duplicagbes e vermelho para
delegbes), indicando que ndo existem
alteragdes significativas nos cromossomos 2 e
9 do paciente 4. b) linha que mostra todas as
sondas n&o-polimérficas presentes no
cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que
mostra a quantidade de copias referentes as
sondas da linha anterior. Novamente, esta
normal em ambos os cromossomos. d) linha
que mostra regides de perda de heterozigose
(LOH). Nota-se dois blocos de auséncia de
heterozigose no cromossomo 2 do paciente 4,
muito provavelmente devido a
consanguinidade dos seus genitores. €) linha
correspondente as sondas do tipo SNP
(genotipagem). Note-se que esta normal para
ambos 0s cromossomos, exceto nas regides
de LOH, em que esta ausente o gendtipo
heterozigoto. f) faixa de genes descritos na
regido em hg19.
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7.3. RESULTADO DA ANALISE POR SEQUENCIAMENTO MATE-PAIR

O sequenciamento mate-pair resultou em dois pontos de quebra nos
cromossomos 2 e 11, confirmando o achado do cariétipo. No cromossomo 2, o ponto
de quebra foi localizado entre as posigcdes chr2: 119,874,759-119,874,835 (hg38) e
apresenta em torno de 76 bp de extensao, e esta dentro da banda 2q14.2. Esse ponto
de quebra interrompe uma regido intrénica entre os éxons 3 e 4 do gene PTPN4
(Protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 4) (OMIM 176978) (Figura 25).

Ja o ponto de quebra localizado no cromossomo 11 contempla uma regiéo
maior que a do cromossomo 2 e foi localizado na posi¢cao chr11:57,242,420-
57,243,202 (hg38), com aproximadamente 0,8 kb de extensdo, e esta dentro da banda
11912.1, muito proxima a regido centromérica deste cromossomo. Nessa regido néo
ha genes referenciados. Ha, entretanto, um gene chamado APLNR (Apelin Receptor)
(OMIM 600052) upstream a regido da quebra e distante desta em torno de 5 kb (Figura
26).

O sequenciamento Sanger para definigao precisa dos pontos de quebra ainda

esta em andamento.
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Figura 25. Mapeamento do ponto

Cromossomo: 2

de quebra no cromossomo 2
(chr2:119,874,759-119,874,835
(hg38)). Acima, imagem do

110470 M 10072 A 110074 A0 110476 M 110 ATE M 110480 &

| | | | X A | ! programa IGV 2.3.92 mostrando os

reads discordantes presentes na

2 g amostra do paciente 4. As setas e a
“' faixa vermelha acima representam
T a localizagdo do ponto de quebra.
Abaixo, imagem no formato

CIRCOS do rearranjo filtrado pelo

programa SVDetect. Os

cromossomos sao mostrados em
-

NTEA(TRANSLOCAAAL(10) it 8723070187 34376) sequéncia em volta da

circunferéncia e a linha verde
representa uma translocacéo entre

os cromossomos 2 (detalhe) e 11.

No detalhe é possivel ver, escrito

em verde, o gene PTPN4 na regido

do ponto de quebra.

v
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Cromossomo: 11

T e
}
l
L ' ' ‘ ' ‘ ' :  — ‘ 1 ' (hg38)). Acima, imagem do
programa IGV 2.3.92 mostrando

Figura 26. Mapeamento do ponto

de quebra no cromossomo 11
Bt 12 b e (chr11:57,242,420-57,243,202

kb ST.2% ST.238 k> 57240 &b 57242 ST 244 57246 &b

os reads discordantes presente na
T T amostra do paciente 4. As setas e
a faixa vermelha acima
representam a localizagdo do

ponto de quebra. Abaixo, imagem

no formato CIRCOS do rearranjo

APLNR filtrado pelo programa SVDetect.
e |
Os cromossomos sdo mostrados

. em sequéncia em volta da
. circunferéncia e a linha verde

> representa uma translocagao

At

entre os cromossomos 2 e 11
(detalhe).
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7.4. DISCUSSAO

No caso do paciente 4 foram realizados exame de cariétipo, cujo resultado
mostrou um cariétipo anormal, com uma translocagcdo aparentemente equilibrada
entre os bragos longos dos cromossomos 2 e 11; e, posteriormente foi realizado a
analise por microarranjo que nao revelou microdelegcbes ou duplicacbes no DNA,
atribuindo a essa translocacéao o status de equilibrada.

O sequenciamento de nova geragao foi estabelecido na amostra e somente
dois pontos de quebra foram encontrados nos cromossomos envolvidos na
translocacao, sem outros achados.

O ponto de quebra encontrado pela analise de NGS-mate-pair no cromossomo
2, o gene PTPN4 — também conhecido como PTPMEG, MEG, PTPMEG1 — codifica
uma proteina que faz parte da familia de fosfatases de tirosina (protein tyrosine
phosphatase — PTP). As proteinas dessa familia sdo conhecidas por atuarem em
diversos processos biolégicos como o crescimento e diferenciagao celular, além de
atuarem no ciclo celular e ter papel na regulagdo oncogénica (98). PTPN4 esta
expresso em diversos tecidos e 6rgédos, incluindo alta expressédo em regides do
cérebro, como o cortex cerebral e areas do cerebelo
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000088179-PTPN4/tissue. Acesso em
07.02.19). Sua proteina PTPN4 tem fungdo na aprendizagem, memdria espacial e na
plasticidade sinaptica cerebelar (98).

Estudos com Drosophila melanogaster e camundongos sugerem que Ptpn4
tem papel fundamental no desenvolvimento neuronal. No caso da D. melanogaster,
foi descoberto que essa proteina (Ptpmeg) contribui para a estabilizacdo e
manutengao das projeg¢des axonais no cérebro central da D. melanogaster, de forma
gue a formagao do anel axénico no corpo elipsoide nio fica completo na auséncia de
Ptomeg (99). O fenodtipo knockout para Ptpmeg manifestou defeitos no
desenvolvimento axonal (99; 100). Ja no caso de camundongos, foi demonstrado que
camundongos knockout para PTPMEG mostraram deficiéncias na capacidade de
aprendizado motor e na plasticidade cerebelar (101). Para corroborar com esses
achados, foi demonstrado ainda, que a proteina Ptpmeg interage com os receptores
de glutamato, seletivamente expressos nas células de purkinje no cerebelo (102).

Além disso, ha relato de trés individuos que apresentam defeitos na expressao

de PTPN4. No primeiro relato, duas irmas gémeas monozigéticas apresentavam uma
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delecdo de novo na banda 2g14.2 que incluia somente o gene PTPN4, identificada
pela analise comparativa por microarranjo e seu quadro clinico sugeria uma desordem
de desenvolvimento neurolégico (100). O segundo caso descrevia um paciente com
atraso no desenvolvimento, caracteristicas do espectro autista, hipotonia, aumento de
imunoglobulina E (IgE) e problemas dentais, que apresentava uma variante do tipo
missense de PTPN4 (Leu72Ser/c.215 T>C) (98). Um experimento funcional mostrou
qgque PTPN4 nao estava presente nas espinhas dendriticas deste paciente, atestando
que essa variante teve relagéo direta com o desenvolvimento neurolégico do paciente
(98).

A Tabela 2 mostra que o paciente 4 apresenta em torno de 67 % das
caracteristicas mencionadas em pelo menos um dos outros dois casos ja relatados e
os trés casos apresentam as seguintes caracteristicas em comum: atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, movimentos involuntarios nas maos ou tiques e
problemas na fala. Essas caracteristicas indicam que o gene candidato para o caso
do paciente 4 apresenta sim importancia no funcionamento ordenado do sistema

nervoso central.
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Tabela 2. Comparagao de caracteristicas clinicas encontradas entre os dois casos de alteragdo em

PTPN4 ja relatados na literatura com os achados no paciente 5.

Caracteristicas

Williamson et
al., 2005

Szczatuba et
al., 2018

Paciente 4

Alteracbes de comportamento
Anormalidades na boca

Anormalidades no cranio
Atraso no desenvolvimento psicomotor

Baixa estatura

Boca entreaberta
Deficiéncia intelectual
Epilepsia

Evita contato visual
Hipoplasia face média
Hipotonia
Macrossomia

Movimentos involuntarios maos/tiques
Palato alto/estreito

Prega palmar unica

Problemas na alimentagao

Problemas dentarios

Problemas na fala
Outras caracteristicas

S/R

+

+ + + +

+

+ +

+ +

+
4° metatarso
curto

SR

1 + 1 1

+

+
+

+

Aumento de
IgE

Agressivo
+

+ 4+ 4+ + 0+ + 0+ 4

+
Fendas
palpebrais
obliquas
para baixo

S/R = sem registro; + = presente; - = ausente

7.5. CONCLUSOES

Apesar dos poucos relatos na literatura relacionando a atuagdo e funcéo de

PTPN4 em determinada patologia genética humana, todos as informagdes e dados

supracitados corroboram a ideia de que PTPN4 desempenha papel fundamental no

desenvolvimento e manutencdo do sistema nervoso central, atuando principalmente

nas regides do cortex cerebral e na plasticidade sinaptica do cerebelo.

Ao comparar o quadro clinico do paciente 4 com os outros dois casos relatados,

todos apresentam atraso no desenvolvimento e alteragdes do gene PTPN4, sugerindo

fortemente que a interrupgédo desse gene pode levar a falha no desenvolvimento do

sistema nervoso por haploinsuficiéncia, indicando o mesmo como potencial gene

candidato para o quadro clinico apresentado pelo paciente 4.



Capitulo 8.
CASOS5E®6

91



92

8.1. DESCRICAO CLINICA

As pacientes 5 e 6 sdo irmas gémeas monozigoéticas, filhas de pais nao-
consanguineos e foram encaminhadas ao Servico de Genética por suspeita de
doenga genética por malformacgao isolada.

As pacientes 5 e 6 nasceram ap0s gestagdo com agravos (mae apresentou
pressdo descontrolada, anemia e plaquetopenia) com duragdo de 36 semanas e
quatro dias por meio de parto cesareo. A paciente 5 nasceu com 1.700 g de peso, 38
cm de estatura e 31,5 cm de perimetro cefalico. A paciente 6 nasceu com 1.670 g de
peso, 39 cm de estatura e 31,5 cm de perimetro cefalico. Ambas ficaram internadas
no hospital durante dois meses e, nesse periodo fizeram fototerapia.

Foram avaliadas primeiramente aos dois anos de idade. A paciente 5
apresentava 6.805 g de peso (p << 3°), 72 cm de altura (p << 3°) e perimetro cefalico
de 46,5 cm (p10-p25). A paciente 6 apresentava 6.755 g de peso (p << 3°), estatura
de 72 cm (p << 3°) e perimetro cefalico de 45,5 cm (p5). Ambas apresentavam testa
ampla e abaulada, macrocrania relativa, déficit de crescimento, vagina imperfurada,
atopia e convulsdées. Com um ano e cinco meses iniciaram crises convulsivas, em uso
de fenobarbital.

Ambas as pacientes fizeram exames de eletroencefalograma (EEG) e
tomografia do cranio (TC). Na paciente 5, o EEG revelou uma atividade irritativa focal
na regido occipital esquerda e o TC foi considerado normal, ndo identificando
anormalidades intracranianas grosseiras. Na paciente 6, o EEG revelou uma atividade

irritativa generalizada e o TC foi considerado normal.

8.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

Nos exames de caridtipo das gémeas, foi constatada uma translocagao
equilibrada entre os cromossomos 3 € 12 em ambas as pacientes, descritos como se
segue: 46,XX,1(3;12)(929;q14) de novo. O resultado do CMA nao revelou alteragbes
nos cromossomos envolvidos, conforme a Figura 27 mostra, sendo, portanto, uma

translocagao equilibrada.
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Figura 27. Resultado da analise
cromossOmica por microarranjo da paciente
5, irm& gémea monozigoética da paciente 6. a)
linha que mostra os segmentos alterados
(azul para duplicagbes e vermelho para
delecdes), indicando que n&o existem
alteragdes significativas nos cromossomos 3
e 12 da paciente 5. b) linha que mostra todas
as sondas n&o-polimérficas presentes no
cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que
mostra a quantidade de copias referentes as
sondas da linha anterior. Novamente, esta
normal em ambos os cromossomos. d) linha
que mostra regides de perda de
heterozigose, quando presentes. €) linha
correspondente as sondas do tipo SNP
(genotipagem). Note-se que esta normal para
ambos os cromossomos. f) faixa de genes

descritos na regido em hg19.
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8.3. RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO MATE-PAIR

A anadlise dos dados de sequenciamento mate-pair das pacientes 5 e 6 permitiu
identificar pontos de quebra nos dois cromossomos envolvidos na translocagao
encontrada pela analise do cariétipo. O ponto de quebra no cromossomo 3 esta
localizado em chr3:174,961,172-174,963,250 (hg38) e tem aproximadamente 2 kb de
extensdo. Essa regido esta dentro na banda 3926.31 e interrompe o gene NAALADL?2
(N-Acetylated Alpha-Linked Acidic Dipeptidase-Like 2) (OMIM 608806) em uma regiao
intrénica logo apos o primeiro éxon (Figura 28).

O ponto de quebra presente no cromossomo 12 tem sua posi¢ao na seguinte
regido cromossdmica: chr12:65,849,728-65,851,528 (hg38), com aproximadamente
1,8 kb de extensdo. Esse ponto de quebra faz parte da banda 12q14.3 e interrompe o
gene HMGAZ2 (High Mobility Group At-Hook 2) (OMIM 600698) entre os éxons 3 e 4
(Figura 29).

O sequenciamento Sanger para definigado precisa dos pontos de quebra ainda

esta em andamento.
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Figura 28. Mapeamento do ponto de
quebra no Cromossomo 3
(chr3:174,961,172-174,963,250
(hg38)). Acima, imagem do programa
IGV 2.3.92 mostrando os reads
discordantes presentes na amostra
das pacientes 5 e 6 (s6 € mostrado o
resultado da analise da paciente 6,
mas como sao gémeas
monozigoticas, o resultado da
paciente 5 pode ser deduzido). As
setas e a faixa vermelha acima
representam a localizacdo do ponto
de quebra. Abaixo, imagem no
formato CIRCOS do rearranjo filtrado
pelo programa SVDetect. Os
cromossomos s&0 mostrados em
sequéncia em volta da circunferéncia
e alinha verde (clara) representa uma
translocagdo entre os cromossomos
3 (detalhe) e 12. No detalhe &
possivel ver, escrito em verde, o gene
NAALADL 2 na regiao de quebra.
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Figura 29. Mapeamento do ponto de
quebra no Cromossomo 12

(chr12:65,851,728-65,851,528
(hg38)). Acima, imagem do programa
IGV 2.3.92 mostrando os reads
discordantes presentes na amostra
das pacientes 5 e 6 (s6 € mostrado o
resultado da analise da paciente 6,
mas como sao gémeas
monozigoticas, o resultado da
paciente 5 pode ser deduzido). As
setas e a faixa vermelha acima
representam a localizacdo do ponto
de quebra. Abaixo, imagem no
formato CIRCOS do rearranjo filtrado
SVDetect. Os

cromossomos sao mostrados em

pelo programa

sequéncia em volta da circunferéncia
e alinha verde (clara) representa uma
translocagédo entre os cromossomos
3 e 12 (detalhe). No detalhe &
possivel ver, escrito em verde, o gene

HMGAZ2 na regiao de quebra.
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8.4. DISCUSSAO

As pacientes 5 e 6 apresentaram uma translocag¢ao aparentemente equilibrada
entre os bragos longos dos cromossomos 3 e 12 ao cariétipo, sem ganhos ou perdas
de segmentos cromossémicos identificados pela analise cromossémica por
microarranjo.

O sequenciamento NGS-mate-pair revelou apenas dois pontos de quebra, sem
a participagao de outros cromossomos.

Dois genes foram interrompidos pelos pontos de quebra da translocagao
equilibrada entre os cromossomos 3 e 12. No ponto de quebra presente no
cromossomo 3, o gene NAALADL? esta interrompido. Esse gene pode ter um papel
fundamental no desenvolvimento e manutencao do sistema nervoso central, uma vez
que, sugere-se que sua proteina predita — NAALADL2 — seja estruturalmente similar
a enzima glutamato carboxipeptidase Il (GCPIl), que esta associada a varias
condigbes patologicas relacionadas a excitotoxicidade por glutamato, por permitir a
liberacdo excessiva de glutamato na fenda sinaptica (103; 104). Essa excitotoxicidade
glutamatérgica tem participagdo no desenvolvimento neural e também pode ser
relacionado com diversas doengas agudas e crbnicas do sistema nervoso central,
incluindo convulsdes e epilepsia (105), como apresentado pelas pacientes 5 e 6. Esse
achado corrobora a ideia de que NAALADL2 pode ter algum papel na excitagcao de
glutamato no cérebro.

Entretanto, pouco ainda se sabe sobre o funcionamento da prépria proteina e
mais estudos precisam ser feitos, uma vez que, outros pesquisadores nao
encontraram correlagdes positivas para a atuagdo do gene NAALADL2 com o
funcionamento do sistema nervoso (106). Em uma analise de rearranjos em mais de
15 mil amostras foram encontradas seis dele¢gdes envolvendo o gene em questao na
populagdo controle e quatro nos pacientes examinados (106). Isso sugere que
delec¢des envolvendo esse gene podem ser encontradas na populagdo em geral e,
portanto, pode ndo ser responsavel direto por fendtipos clinicos.

Ja no cromossomo 12, o ponto de quebra interrompe o gene HMGAZ2. As
proteinas da familia HMGA ndo desempenham um papel no organismo por si s6. Elas
atuam ligando-se no sulco menor de sequencias de DNA ricas em adenina/timina por

meio de seus dominios conhecidos como AT-hook e, com isso, alteram a estrutura da
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cromatina pela interacdo com os complexos de transcri¢do, podendo alterar positiva
ou negativamente a expressao de diversos genes (107).

O fendtipo pigmeu em camundongos tem relagao direta a inativagdo desse
gene — Hmgi-c, em camundongos, sugere-se que esse gene esta envolvido com a
proliferacdo celular, e, sendo assim, a sua auséncia provocaria um decréscimo na
proliferacdo celular e resultaria no tamanho reduzido de diversos tecidos, com
excegao do tecido cerebral, ja que seus experimentos n&o visualizaram uma baixa
proliferagao celular no cérebro, como nos outros tecidos testados (108).

Uma paciente japonesa que apresentava uma microdelegcéo na regido 12q14.3-
g15, incluindo o gene HMGAZ2 também foi descrita (109). Essa paciente apresentava
baixa estatura, mas n&o macrocefalia nem deficiéncia intelectual. Mutagbes do gene
HMGAZ foram também descritas em pacientes com baixa estatura. Os pesquisadores
sugeriram entao que a haploinsuficiéncia de HMGAZ2 contribui para o fendtipo de baixa
estatura e a haploinsuficiéncia de um gene localizado préximo a HMGAZ2 contribui
para o fendtipo de macrocefalia. Outros estudos corroboram a hipétese de que
HMGAZ2 seja um gene principal no desenvolvimento normal do crescimento (107)(110-
112). Admite-se, inclusive, que este gene deve ser incluido como gene causativo da
Sindrome de Silver-Russell (OMIM 180680), que tem como caracteristica o déficit no
crescimento pré e poés-natal, macrocefalia relativa, assimetria corporal e facies
caracteristicas (113) algumas destas, presentes nas pacientes 5 e 6.

As pacientes 5 e 6 apresentam um quadro sugestivo de sindrome de Silver-
Russell. A baixa estatura muito provavelmente se deve a interrupgédo do gene HMGAZ2
no ponto de quebra do cromossomo 12 e a macrocefalia pode ser decorrente de
alteragdo de uma regiao proxima a HMGAZ2. Essa alteragdo pode estar relacionada
com um possivel efeito de posicdo ou ainda, de uma alteracdo no TAD desse locus
génico.

Com relagdo a malformacéo relacionada a vagina imperfurada em ambas as
pacientes, ndo foi possivel relacionar sua clinica com o envolvimento com algum gene

ou genes especificos na regido da quebra ou proxima a ele.
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8.5. CONCLUSOES

As pacientes 5 e 6 apresentam uma translocacdo equilibrada entre os
cromossomos 3 e 12, cujos pontos de quebra apresentam, cada um, um gene
interrompido, sendo eles: NAALADL2 e HMGAZ2, respectivamente. Conforme
analisado, as caracteristicas encontradas no quadro clinico das pacientes deste caso
sdo compativeis com outros casos descritos, principalmente a baixa estatura.
Portanto, a interrupgdo desses genes explica o quadro clinico das pacientes e
corrobora o papel do gene HMGA2 como causa de fenétipos similares a sindrome de

Silver-Russell.
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9.1. DESCRICAO CLINICA

As pacientes 7 e 8 sdo gémeas monozigoticas, filhas de pais consanguineos,
primos em terceiro grau e ha historico extenso de consanguinidade na familia. Elas
foram encaminhadas ao Servigo de Genética por suspeita de doenga genética por
atraso neuromotor. O diagndstico primario foi atraso na fala.

As pacientes 7 e 8 nasceram apos 36 semanas de gestacdo sem
intercorréncias através de um parto cesareo. A paciente 7 nasceu com 2.350 g de
peso e 43 cm de estatura. Ja a paciente 8 nasceu com 2.110 g de peso e 44 cm de
estatura. Ambas ficaram na maternidade por uma semana e receberam tratamento
para ictericia.

A paciente 7 sentou com nove meses, andou com um ano e nove meses e falou
as primeiras palavras com trés anos de idade. A paciente 8 sentou com mais de nove
meses, andou com dois anos e falou as primeiras palavras com trés anos de idade.

Ambas apresentavam atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e outras
pequenas caracteristicas compativeis com o transtorno do espectro autista. O irmao
mais novo delas, hoje com quatro anos de idade, também apresenta ADNPM (sentou
com mais de nove meses; andou com um ano e quatro meses e tem atraso na fala).

Ao exame fisico ambas as pacientes apresentavam bossa frontal, olhos com
fendas obliquas para cima, filtro médio, pés planos. Além disso, a paciente 9

apresentava estrabismo e miopia.

9.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

O exame de caridtipo realizado em ambas as paciente mostrou que elas
possuem uma translocacdo entre os cromossomos 9 e @ 20:
46,XX,t(9;20)(922;913.3),9gh+,9gh+ (Figura 30).
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Figura 30. Cariodtipo resultado da técnica de bandamento C referente a paciente 7, mostrando a

translocacéo entre os cromossomos 9 e 20. A imagem foi cortesia do Hospital Sarah Kubitschek.

Ha também um grande aumento da regido de heterocromatina do cromossomo
9 em ambos os cromossomos 9 das pacientes (Fig. 30; Figura 31 e 32), sugestivo de
ter sido herdado por ambos os pais, ja que s&o consanguineos e apresentam também
esse aumento da heterocromatina pericentromeérica.

Os pais e o irmao ndo sao portadores da translocagdo, no entanto ambos
apresentam um 9qgh+. Esse aumento por si sé ndo causa quadro clinico, mas é
possivel que esteja envolvido na formagao do rearranjo.

Conforme mostram as Figura 31 e 32, em ambas as pacientes, os
cromossomos envolvidos na translocacdo nado apresentam dele¢des e duplicagdes

significativas, confirmando que a translocagdo que carregam é do tipo equilibrada.
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Figura 31. Resultado da andlise cromossémica
por microarranjo da paciente 7. a) linha que
mostra os segmentos alterados (azul para
duplicacbes e vermelho para delegdes),
indicando que ndo existem alteragcbes
significativas nos cromossomos 9 e 20 da
paciente 7. b) linha que mostra todas as sondas
ndo-polimérficas presentes no cromossomo em
questdo. Note-se que esta normal em ambos
cromossomos. ¢) linha que mostra a quantidade
de copias referentes as sondas da linha anterior.
Novamente, estd normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de
perda de heterozigose (LOH). Nota-se dois
blocos de auséncia de heterozigose no
cromossomo 9 da paciente 7, muito
provavelmente devido a consanguinidade dos
seus genitores. e) linha correspondente as
sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que
estd normal para ambos 0s cromossomos,
exceto nas regibes de LOH, em que esta
ausente o gendtipo heterozigoto para o
cromossomo 9. f) faixa de genes descritos na

regido em hg19.
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Figura 32. Resultado da analise cromossdmica por
microarranjo da paciente 8. a) linha que mostra os
segmentos alterados (azul para duplicagbes e
vermelho para delegdes), indicando que néo
existem alteragdes significativas nos cromossomos
9 e 20 da paciente 8. b) linha que mostra todas as
sondas nao-polimérficas presentes no
cromossomo em questao. Note-se que esta normal
em ambos cromossomos. ¢) linha que mostra a
qguantidade de copias referentes as sondas da linha
anterior. Novamente, estd normal em ambos os
cromossomos. d) linha que mostra regides de
perda de heterozigose (LOH). Nota-se dois blocos
de auséncia de heterozigose no cromossomo 9 da
paciente 8, muito provavelmente devido a
consanguinidade dos seus genitores. e) linha
do SNP

(genotipagem). Note-se que estd normal para

correspondente as sondas tipo
ambos 0s cromossomos, exceto nas regides de
LOH, em que esta ausente o gendtipo heterozigoto
para o cromossomo 9. f) faixa de genes descritos

na regido em hg19.
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9.3. RESULTADO DO SEQUENCIAMENTO MATE-PAIR

Apo6s a analise dos reads discordantes presentes nos dados de
sequenciamento mate-pair correspondentes ao DNA das gémeas, foram encontrados
dois pontos de quebra entre os cromossomos 9 e 20, envolvidos na translocagao
esperada. O ponto de quebra presente no cromossomo 9 engloba a regido
chr9:70,379,607-70,379,994 (hg38), com aproximadamente 0,4 kb de extenséo e esta
dentro da banda 9921.12, ndo interrompendo nenhum gene. (Figura 33).

O ponto de quebra presente no cromossomo 20 esta localizado em
chr20:36,440,488-36,440,653 (hg38), com extens&o curta, em torno de 0,2 kb. Nessa
regido, o gene DLGAP4 (Discs Large-Associated Protein 4) (OMIM 616191) esta
interrompido entre o quinto e o sexto éxons. Essa regido esta localizada na banda
20911.23 (Figura 34).

O sequenciamento Sanger para definigao precisa dos pontos de quebra ainda

esta em andamento.
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Figura 33. Mapeamento do ponto de
Cromossomo 9
(chr9:70,379,607-70,379,994

Acima,

quebra no

(hg38)).

programa IGV 2.3.92 mostrando os

imagem  do

reads discordantes presentes na
amostra das pacientes 7 e 8 (s6 é
mostrado o resultado da analise da
paciente 7, mas como sao gémeas
monozigoticas, o resultado da
paciente 8 pode ser deduzido). As
setas e a faixa vermelha acima
representam a localizagdo do ponto
de quebra. Abaixo, imagem no
formato CIRCOS do rearranjo filtrado
SVDetect. Os

cromossomos sao mostrados em

pelo programa
sequéncia em volta da circunferéncia
e a linha verde (clara) representa
uma translocagao entre os
cromossomos 9 (detalhe) e 20. No
detalhe & possivel ver que ndo ha

genes envolvidos nessa regido.
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Cromossomo: 20 Figura 34. Mapeamento do ponto de
T oy T G AT Ly — quebra no  cromossomo 20
= 6.752 bp - (chr20:36,440,488-36,440,653

L SRS . gz . G i — CEE R ! AT IR o (hg38)). Acima, imagem do programa

IGV 2.3.92 mostrando os reads
discordantes presentes na amostra
das pacientes 7 e 8 (s6 € mostrado o
resultado da anadlise da paciente 7,
l l mas como sao gémeas
monozigoticas, o resultado da
paciente 8 pode ser deduzido). As

m|meeeee e e+ gatgs e a faixa vermelha acima

representam a localizagdo do ponto

NTER TRANSLOCIDAL(10)_chrd:70370233-7037090% NTERTRANSLOCIDAL (T)_chrd: 70370233

5 - EJ de quebra. Abaixo, imagem no

formato CIRCOS do rearranjo filtrado
pelo programa SVDetect. Os

cromossomos sao mostrados em

sequéncia em volta da circunferéncia

e alinha verde (clara) representa uma
translocagdo entre os cromossomos
9 e 20 (detalhe). No detalhe é

possivel ver, escrito em verde, o gene

DLGAP4 na regido da quebra.
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9.4. DISCUSSAO

As pacientes 7 e 8 apresentam um cariétipo anormal com a presenga de uma
translocacao equilibrada entre os cromossomos 9 e 20, em segmentos localizados
nos bragos longos de ambos os cromossomos. A analise por microarranjo também
comprovou se tratar de uma translocagao equilibrada.

O sequenciamento de nova geracgéo foi realizado nas amostras e somente dois
pontos de quebra foram encontrados nos cromossomos 9 e 20, envolvidos na
translocagdo, sem outros achados importantes para averiguagao.

As pacientes 7 e 8 apresentam um gene interrompido no ponto de quebra
encontrado no cromossomo 20, na regido 20q11.23: DLGAPA4. Esse gene faz parte
da familia de DLGAPs, cujas proteinas sao expressas na densidade pos sinaptica
(DPS) — regido altamente especializada, onde se localizam receptores e proteinas
ativadas pela agédo de neurotransmissores, envolvida na transmisséao de sinais através
da jungao sinaptica (114). As proteinas DLGAPs, também conhecidas como SAPAPs,
sdo proteinas scaffold que estdo expressas na DPS e atuam transmitindo sinais
neuronais desde a DPS até outras partes dos neurénios, via receptores de glutamato
(115).

As variantes de DLGAP1-4 foram relacionadas a varias condi¢cdes e desordens
neuropsiquiatricas, como desordem do espectro autista (116), transtorno obsessivo
compulsivo (117), comportamento agressivo, sindrome de Tourette (119) e outros.

Em 1997, o gene Digap4 em ratos foi clonado (Sapap4) (114). Analises por
Northern Blot mostraram que, em roedores, esse gene s6 era expresso no cerebro.
Além disso, uma imunohistoquimica de neurdnios desses animais mostrou a
expressao de Sapap4 em diversas estruturas: dendritos, corpos celulares e nucleo
celular. Mais tarde o gene DLGAP4 humano também foi clonado e sua expressao
apareceu em todos os tecidos humanos, incluindo todos os tecidos cerebrais (119).

Além desses achados, ha também trés variantes de splicing referentes ao gene
em questdo. A variante DLGAP4a esta unicamente expressa no cerebelo, nas células
de Purkinje, assim como DLGAP4b (120). Inclusive, a desregulacéo de DLGAP4 esta
envolvido com ataxia cerebelar (120). RNAs n&o codificadores (hcRNAs) encontrados
dentro do locus de DLGAP4, sao expressos em niveis altos no cérebro e ainda,
expressos especificamente em certas regides das células de Purkinje, incluindo o

nucleo. A descoberta dessa expressado especifica pode, de fato, atribuir um papel
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regulatorio ao ncRNA e este pode entado regular a expressao do préprio gene DLGAP4
ou outra RNAm no cérebro (121).

Camundongos deficientes em Sapap4 exibiram diversas alteragdes fisioldgicas
e comportamentais quando comparados a camundongos normais (122). Sapap4
regula o tamanho da DPS, envolvendo-se na arborizacdo dendritica estrutural e
funcionalmente; e a sua falta leva ao ndo desenvolvimento de habilidade cognitivas,
como memoria espacial e/ou atengao e diminui¢cao da habilidade de manter interagdes
sociais.

Além disso, existem muitos RNAs circulares (circRNAs) altamente expressos
no sistema nervoso central, e eles estdo envolvidos na regulagdo de processos
fisiologicos e patofisiologicos, como o desenvolvimento e a plasticidade neural (123).
O circDLGAP4, derivado dos éxons 8, 9 e 10 do gene DLGAP4, atua como um tipo de
inibidor do miR-143, impedindo sua expressao e, por causa disso contribui para
atenuar déficits neuronais, melhora processos convulsivos, entre outras
consequéncias. Isso sugere que circDLGAP4 pode atuar como alvo de intervengdes
terapéuticas para conter convulsdes e como biomarcador para medir atividade de
doencgas no sistema nervoso central (124).

Todos esses estudos em conjunto, corroboram a ideia de que a
haploinsuficiéncia deste gene, pode sim ser o causador do quadro clinico visto nas
pacientes 7 e 8, uma vez que elas apresentam atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e outras caracteristicas correspondentes ao transtorno do espectro
autista.

A presenca de um grande bloco de heterocromatina pericentromérica em
ambos os cromossomos 9 pode ter mediado a formagao do rearranjo, ja que o
cromossomo 9 € um dos cromossomos envolvidos no rearranjo.

A delimitagdo mais precisa dos pontos de quebra por sequenciamento Sanger
ainda nao foi concluida e podera ajudar a esclarecer como se deu a formagao desse

rearranjo.

9.5. CONCLUSOES

O ponto de quebra da translocacao equilibrada entre os cromossomos 9 e 20
presente nas pacientes 7 e 8, correspondente ao cromossomo 20 interrompe o0 gene

DLGAP4, cuja proteina € importante no sistema nervoso. Apesar de haver evidencias
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do papel de genes da familia DLGAP na etiologia de transtornos do
neurodesenvolvimento e da diminuigdo nas habilidades cognitivas e de interagéo
social nos camundongos deficientes em Sapap4, nosso trabalho € o primeiro a propor

a disrupcéo do gene DLGAP4 como causa de transtorno do espectro autista.
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CASO 9



112

10.1. DESCRICAO CLINICA

A paciente 9 é filha de pais ndo-consanguineos. Foi encaminhada ao Servigo
de Genética por suspeita de doenga genética porque apresentava deficiéncia de
crescimento e disturbios 6steo-articulares.

A paciente 9 nasceu apds aproximadamente nove meses de gestagdo com
agravos (mae com hipertensao arterial sistémica e diabetes) através de parto normal.
Nasceu com 3.955 g de peso, estatura de 50 cm e 35 cm de perimetro cefalico. Ficou
internada por quatro dias e apresentou quadro de hipoglicemia. A paciente 9 ficou em
pé com oito meses, andou com um ano e cinco meses e falou as primeiras palavras
com mais de 12 meses de idade.

Ao exame fisico aos 18 anos ndo apresentava dismorfias faciais significativas.
Apresentava deficiéncia intelectual, baixa estatura (145,9 cm, E < 3° percentil), maos
com encurtamento de 4° e 5° metacarpos, cubito valgo, pés com 5° dedo curto
bilateralmente e discreta escoliose para a esquerda. A menarca aconteceu aos 13
anos e menstruava normalmente. Demonstrava ter dificuldade de socializacdo e
iniciou quadro de diabetes.

Foram feitos exames de EEG, cujo resultado foi considerado normal; e
radiografias de maos e punhos para ver a maturagdo do esqueleto, foi considerado

dentro dos padrdes.

10.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO.

Ao cariotipo foi identificada uma translocagao 46,XX,t(2;19)(q31;q13.1). Os
pais tém cariétipo normal. A analise cromossdémica de microarranjo mostrou que em
ambos os cromossomos 2 e 19 nao foram identificados dele¢des e/ou duplicagdes
significativas, sendo, portanto, uma translocagao equilibrada (Figura 35).

Nesse caso o sequenciamento NGS-mate-pair apresentou baixa qualidade e
nao foi possivel obter resultados confiaveis. Foi feita uma nova coleta de sangue da

paciente para conclusao do estudo.
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Figura 35. Resultado da andlise
cromossOmica por microarranjo do paciente
9. a)

alterados (azul para duplicagbes e vermelho

linha que mostra os segmentos

para delegbes), indicando que ndo existem
alteragdes significativas nos cromossomos 2
e 19 da paciente 9. b) linha que mostra todas
as sondas ndo-polimérficas presentes no
cromossomo em questdo. Note-se que esta
normal em ambos cromossomos. ¢) linha que
mostra a quantidade de copias referentes as
sondas da linha anterior. Novamente, esta
normal em ambos os cromossomos. d) linha
que mostra regides de perda de
heterozigose, quando presentes. e) linha
correspondente as sondas do tipo SNP
(genotipagem). Note-se que esta normal para
ambos os cromossomos. f) faixa de genes

descritos na regido em hg19.
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11.1. DESCRIGAO CLINICA

O paciente 10 foi atendido no Servico de Genética e foi encaminhado por
suspeita de doencga genética devido a presenca deficiéncia intelectual. O diagnéstico
clinico primario foi hiperatividade.

O paciente 10 nasceu a termo ap6s 39 semanas de gestagcdo normal, por meio
de parto normal, induzido por perda de liquido amniético, depois de trabalho de parto
de aproximadamente 9h, pesando 3.400 g e 52 cm de estatura. Ficou internado por
trés dias por apresentar ictericia. A mae teve quatro gestagbes e trés abortos n&o
especificados.

Sua evolugdo neuromotora foi a seguinte: andou com um ano e seis meses,
falou as primeiras palavras com dois anos e, ainda aos quatro anos falava as palavras
pela metade.

Na ultima avaliagcdo estava com 11 anos de idade. Ao exame fisico
apresentava estreitamento bifrontal com implantacdo baixa dos cabelos, fendas
palpebrais largas, sobrancelhas arqueadas e irregulares, ponta do nariz bulbosa, filtro
nasal médio e labios grossos em arco de cupido, palato alto, dentes grandes e
protusos, principalmente os incisivos, orelhas arredondadas com hélices
sobredobradas com concha ampla e de baixa implantagdo. Também apresentava
pectus excavatum, membros proporcionais com hiperextensibilidade articular e
clinodactilia do quinto dedo bilateral.

Além disso, o paciente se mostrava hiperativo e apresentava dificuldade de
aprendizado, néo fala direito nem |é e escreve o préprio nome e faz copias; e
apresentava atraso no desenvolvimento. Fala enrolado, sem melhora do quadro. Nao
consegue realizar tarefas simples como fechar botdes ou calgar sapatos sozinho.

O paciente fez exames de encefalograma digital cujo resultado foi normal e
avaliagao audiolégica infantil cujo resultado também foi normal.

A irma do paciente 10 também apresentava algumas caracteristicas em comum
com ele, como: estreitamento bifrontal com implantagdo baixa dos cabelos, incisivos
superiores largos, orelhas com hélice desenrolada e hiperextensibilidade nos

cotovelos.
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11.2. RESULTADO DO EXAME DE CARIOTIPO E ANALISE CROMOSSOMICA POR
MICROARRANJO

O exame de cariotipo do paciente foi normal para individuo do sexo masculino,
46,XY.

A analise cromossémica por microarranjo detectou uma delegcéo de 12 Mb no
cromossomo 18 composta de dois segmentos: 18p11.32p11.31 x1 (5,136,226-
5,613,346 bp, hg19) e 18p11.2 x1mos (5,613,346-12,300,136 bp, hg19), sendo que a
porcao proximal esta deletada em apenas parte das células, isto é, esta em mosaico
(Figura 36).
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Figura 36. Resultado da analise cromossdmica por microarranjo do paciente 10. a) linha que mostra os segmentos alterados (azul para duplicagdes e vermelho

para delegdes) e representa a regido de delegéo na regido do brago curto do cromossomo 18, como segue: 18p11.32p11.31 x1 (5,136,226-5,613,346 bp, hg19)
e 18p11.2 x1mos (5,613,346-12,300,136 bp, hg19). b) linha que mostra todas as sondas ndo-polimorficas presentes no cromossomo em questao. Note-se que
na regiao da delecdo, as sondas mais distais em 18p estdo marcando quantidade correspondente a delecao total e as sondas seguintes na regido de delecao
em 18p aparecem em menor quantidade que o normal, mas em maior quantidade que as anteriores, sugerindo uma delecdo em mosaico desse segmentos.
c) linha que mostra a quantidade de cépias referentes as sondas da linha anterior. Note-se que na regiao da delegdo ha uma copia para essa regiao de sondas.
d) linha que mostra regides de perda de heterozigose, quando presente. e) linha correspondente as sondas do tipo SNP (genotipagem). Note-se que na regido

da delegéo ha apenas duas linhas. f) faixa de genes descritos na regido em hg19.
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11.3. RESULTADO DO EXAME DE FISH

Realizamos FISH com sondas do cromossomo 18 a fim de confirmar o
rearranjo complexo revelado pelo CMA. O resultado mostrou que, de fato, parte das
metafases apresentam uma das sondas (RP11-36J15, localizada em 18p11.22;
verde) somente em um dos cromossomos 18 e parte, em ambos, 0 que confirma o

mosaicismo. Ja a outra sonda (RP11-92G19, localizada em 18p11.31; vermelha) esta

deletada em todas as metafases em um dos cromossomos 18 (Figura 37).

Figura 37. Resultado da analise de FISH nas metafases do paciente 10. Na imagem a esquerda as
setas mostram as sondas presentes nos cromossomos 18 do paciente. Nessa metafase, a sonda
RP11-36J15 (verde) esta presente em ambos os cromossomos e a sonda RP11-92G19 (vermelha)
esta presente somente em um, ou seja, ela esta deletada. Na imagem a direita, é possivel ver somente
o sinal verde em apenas um cromossomo 18, evidenciando nessa metafase a condigdo de mosaico
dessa regido cromossdmica e, novamente somente um sinal vermelho, confirmando a delecdo dessa
regido em um dos cromossomos 18. O esquema abaixo representa a posi¢do e marcag¢ao das sondas
RP11-92G19 (vermelha) e RP11-36J15 (verde) no cromossomo 18 humano. Este esquema foi

adaptado a partir do sitio https://ghr.nim.nih.gov/chromosome/18/ideogram.png (Acesso 11.04.17).
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11.4. DISCUSSAO

No caso do paciente 10 o cariétipo foi normal e a analise cromossémica por
microarranjo mostrou duas dele¢des distais no brago curto do cromossomo 18, sendo
uma delas em mosaico. Decidimos incluir esse caso no trabalho por se tratar de
rearranjo cromossdémico complexo.

A delegado de um dos segmentos em mosaico foi confirmada pela técnica de
FISH que mostrou que a delegcdo mais proximal esta deletada em mosaico, ao
contrario da mais distal, que esta deletada em todas as células.

A perda do segmento distal do cromossomo 18 no paciente 10, pode ter
ocorrido como um evento de novo durante a formagdo do embrido ou pode ainda ter
sido herdado de um dos seus genitores, informagédo essa que nao foi possivel ter
acesso até o momento. Ja o segmento perdido em mosaico, provavelmente ocorreu
durante um processo pés-zigético, em que parte das células, que ja ndo possuiam o
segmento distal, perderam também a regido génica seguinte.

A monossomia parcial do cromossomo 18 (OMIM 146390) ja foi descrita
anteriormente em pacientes com deficiéncia intelectual, atraso no crescimento,
dismorfismos craniofaciais (face arredondada ao nascer, orelhas displasicas, boca
larga e problemas dentarios), anormalidades nos membros, genitalia, cérebro, olhos
e coracao (125; 126).

Entre as caracteristicas em comum entre o paciente 10 e os achados da
literatura destacam-se orelhas proeminentes com anormalidade nas hélices,
desenvolvimento global atrasado e atraso na fala e na aquisi¢do da linguagem (127).
Outras caracteristicas comuns a pacientes da sindrome de delecédo 18p e o paciente
10 ainda incluem altera¢des de comportamento (como a hiperatividade), comissuras
labiais voltadas para baixo, anormalidades dentarias e clinodactilia.

A variabilidade de fendtipos associados a essa sindrome € bem ampla e, dois
individuos afetados na mesma regido génica de 18p podem ter quadros clinicos bem
diferentes. Isso sugere que muitos genes podem estar relacionados com uma mesma
caracteristica ou um mesmo gene pode ter expressividade variavel também, o que
dificulta a identificagdo de genes candidatos associados aos achados clinicos
Entretanto, outro estudo sugere que uma regido critica relacionada a deficiéncia

intelectual esteja localizada em 18p11.1 e 18p11.21 (128). Parte dessa regido esta
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deletada no paciente 10, o que corrobora a informagdo supracitada, ja que ele

apresenta atraso no desenvolvimento.

11.5. CONCLUSOES

O paciente 10 apresenta um rearranjo cromossémico complexo, constituido de
uma delecao terminal do brago curto do cromossomo 18 e uma delegdo em mosaico
do segmento adjacente. O quadro clinico € compativel com o descrito para a sindrome
de delecao 18p. Nossa hipdtese € que os dois rearranjos tenham ocorridos em dois
momentos distintos, sendo o rearranjo terminal na meiose que deu origem a um dos

gametas que formou o embrido e a delegcdo em mosaico teria origem pods-zigotica.
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12.1. CONCLUSAO

Analisamos uma amostra de oito familias de portadores de rearranjos
cromossOmicos complexos ou aparentemente equilibrados aplicando técnicas de
citogenética classica e molecular e em trés delas o sequenciamento NGS-mate-pair.

Dois pacientes apresentavam inversdes. O paciente 1 tinha uma duplicagao
invertida no cromossomo 17 que inclui muitos genes e explica seu quadro clinico. No
outro caso (paciente 2), a inversdao mostrou-se nao equilibrada, com um segmento
deletado que inclui o0 gene GLI/3 e outros proximos a ele. A delegédo desse gene e dos
genes proximos a ele causam a Sindrome Cefalopolissindactilia de Greig de genes
contiguos, quadro clinico apresentado pelo paciente 2.

Uma das pacientes do estudo era portadora de translocagao equilibrada entre
os cromossomos 2 e 9 (paciente 3). Seu filho era gravemente afetado e era portador
de um cromossomo extranumerario, produto da segregacéo da translocagéo. Pela
analise cromossdmica por microarranjo do filho foi possivel demonstrar que a quebra
no cromossomo 2 interrompia o gene LINC00299, responsavel pelo quadro clinico de
deficiéncia intelectual da paciente 3.

O paciente 4 ¢é portador da translocagcdo equilibrada herdada
46,XY,1(2;11)(q13;912.1). O ponto de quebra no cromossomo 2 interrompe o gene
PTPN4, forte gene candidato a responsavel pelo quadro clinico de deficiéncia
intelectual e atraso cognitivo e neuropsicomotor.

As paciente 5 e 6 sao portadoras da translocagdo equilibrada
46,XX,1(3;12)(929;q914) que apresenta no ponto de quebra no cromossomo 12 a
interrupcédo do gene HMGAZ e regido proxima a ele, sugerindo a Sindrome de Silver-
Russell como fendtipo e a macrocrania resultado de alteragao na regido proxima ao
gene.

As pacientes 7 e 8 sdo portadoras da translocacdo equilibrada
46,XX,1(9;20)(922;913.3),9gh+,9gh+. O ponto de quebra no cromossomo 20
interrompia o gene DLGAP4, possivelmente responsavel pelo quadro clinico de
transtorno do espectro autista.

A paciente 9 €& portadora de uma translocacdo equilibrada
46,XX,1(2;19)(931;913.1). Nao foi possivel obter mais dados relacionados a esse
rearranjo por baixa qualidade no sequenciamento mate-pair e, uma nova coleta de

sangue foi feita para conclusao futura do estudo.
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O paciente 10, apesar de apresentar cariétipo normal, era portador de um
rearranjo complexo do cromossomo 18. Em um dos segmentos deletados no brago
curto do cromossomo 18, a delecdo era em mosaico. Nao foi possivel, nesse caso,
realizar o sequenciamento mate-pair para propormos um possivel mecanismo de
formagéao para o rearranjo.

Nas trés familias que apresentavam translocacbes verdadeiramente
equilibradas, o sequenciamento mate-pair permitiu identificarmos o intervalo da
quebra cromossémica. Nos trés rearranjos foi possivel identificar um gene na regiao
do ponto de quebra que explica o quadro clinico dos pacientes, mostrando a

importancia do uso dessa metodologia para estudo desses rearranjos.
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14.1. Anexo |.
Novel Insights from Clinical Practice
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