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Resumo

A deficiéncia intelectual é um sinal que compreende um conjunto de disttirbios clinica
e geneticamente heterogéneos em que o desenvolvimento e/ou a fung¢do do cérebro é
comprometida. Esta deficiéncia € caracterizada por limitacdes significativas tanto no
funcionamento intelectual quanto no comportamento adaptativo e se inicia antes dos 18 anos
de idade. E caracterizada por um elevado grau de expressividade varidvel, e pela manifestacao
de uma grande gama de fendtipos, variando de diversas sindromes genéticas conhecidas a
caracteristicas ndo sindromicas e desordens psicoldgicas e/ou psiquidtricas. A etiologia ainda
€ mal compreendida e cerca de metade dos casos ndo sdo esclarecidos. A analise
cromossdmica por microarray tem revolucionado, nos tltimos anos, a avaliacdo de pacientes
com atraso no desenvolvimento ou deficiéncia intelectual. Por este método, o genoma de um
paciente é examinado para a detec¢do de ganhos ou perdas de material genético que,
normalmente, sdo muito pequeno para serem detectados por estudos cromossdmicos com
bandamento G. Delecdes e duplicagdes gendmicas tém um papel importante na caracterizacao
de doengas genéticas, incluindo muitas desordens neurolégicas e do desenvolvimento neural.
A identificacdo dessas alteragdes pode contribuir para a manejo clinico dos individuos
afetados e auxiliar suas familias, e além disso, pode também fornecer informacdes sobre os
processos do desenvolvimento e funcionamento do cérebro. Neste contexto o objetivo
principal deste estudo foi identificar possiveis alteragdes gendmicas submicroscdpicas
associadas a deficiéncia intelectual, utilizando uma plataforma de Chromosomal Microarray
de alta resolugdo, em pacientes referenciados por médicos da rede publica de satde do Estado
de Goids e que tenham apresentado inicialmente um cariétipo normal. Desta forma foram
testados 15 pacientes com deficiéncia intelectual, pela tecnologia de alta resolu¢cdo CytoScan
HD Array (Affymetrix) que detectou a presenca de 33 variacdes no nimero de cdpias
genOmicas em 10 (66,7%) dos probandos. Foram observadas 19 microduplicacdes (57,6%) e
14 microdele¢des (42,4%), sendo que 17 CNVs (51,5%) eram neutras, 7 (21,2 %)
patogénicas, 5 (15,15%) potencialmente patogénicas e 4 (12,12%) de significado incerto.
Cinco pacientes ndo apresentaram nenhuma alteracdo no nimero de cdpias. Neste estudo foi
possivel propor uma etiologia genética para o fendtipo de 8 pacientes e dessa forma o
rendimento diagndstico, a titulo de pesquisa, da plataforma utilizada foi de 53,3%. Este
estudo foi relevante ja que esta tecnologia foi empregada pela primeira vez no estado de Goids
e com isso, pudemos contribuir com mais informagdo genética sobre esse complexo e

heterogéneo sinal neurolégico de grande importancia para a saide publica mundial.

Palavras-Chave: Chromosomal Microarrays, Deficiéncia Intelectual, CNVs, Caridtipo.

XViii



Abstract

Intellectual disability is a signal comprising a set of clinically and genetically
heterogeneous disorders in which the development and/or function of the brain is
compromised. This deficiency is characterized by significant limitations both in
intellectual functioning and in adaptive behavior and is observed begins before 18 years
of age. It is characterized by a high degree of variable expression, and the expression of
a wide range of phenotypes, ranging from various genetic syndromes known to
characteristics non-syndromic and psychological and/or psychiatric disorders. The
etiology is still poorly understood and about half of the cases are unclear. In recent years,
the chromosomal analysis by microarray has revolutionized the evaluation of patients
with developmental delay or intellectual disability. By this method, the genome of a
patient is examined to detect gains or losses of genetic material that are usually too small
to be detected by chromosome banding studies. Genomic deletions and duplications have
an important role in characterizing genetic diseases, including many neurological
disorders and neural development. Identifying these changes may contribute to the
clinical management of affected individuals and assist their families, and furthermore,
can provide information on the processes of development and brain function. In this
context the main objective of this study was identified possible submicroscopic genomic
changes associated with intellectual disability, using a platform Chromosomal Microarray
high resolution in patients referred by doctors of public health from Goiéds state and had
initially a normal karyotype. Thus 15 patients with intellectual disabilities were tested by
high resolution HD CytoScan Array (Affymetrix) tecnology which detected the presence
of 33 variations in the number of genome copies in 10 (66.7%) of the probands. Nineteen
microduplications (57.6%) and 14 microdeletions (42.4%) were observed, and 17 CNVs
(51.5%) were neutral, 7 (21.2%) pathogenic, 5 (15.15%) potentially pathogenic and 4
(12.12%) of uncertain significance. Five patients showed no change in the number of
copies. In this study, we could propose a genetic etiology for the phenotype of 8 patients
and thus the diagnostic yield of the platform used was 53.3%. Although modest, this study
was significant because this technology was first employed in the state of Goids and thus,
could contribute more genetic information about this complex and heterogeneous

neurological sign of great importance to global public health.

Keywords: Chromosomal Microarrays, Intellectual Disabilities, CN'Vs, Karyotype.
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Capitulo I

1. Introducao

1.1. Deficiéncia Intelectual

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) define a deficiéncia intelectual (DI),
antigamente denominada retardo mental, como uma capacidade significativamente
reduzida de compreender informagdes novas ou complexas e de aprender e aplicar novas
habilidades (inteligéncia prejudicada). Ela é caracterizada, essencialmente, por alteragdes,
durante o periodo de desenvolvimento, das faculdades que determinam o nivel global de
inteligéncia, isto é, das funcdes cognitivas, de linguagem, habilidades motoras e capacidade
social e que tem um efeito duradouro sobre o desenvolvimento (World Health
Organization, 2010).

A DI, que € registrada na Classifica¢do Internacional de Doengas (CID-10), pode
acontecer acompanhada por outros transtornos mentais ou anomalias fisicas ou mesmo
ocorrer isoladamente, sendo o tnico sinal presente em uma determinada pessoa.

A designacgdo retardo mental, ainda aparece com uma certa frequéncia no meio
cientifico, entretanto, atualmente, hd um consenso internacional para a substitui¢do deste
termo por deficiéncia intelectual, embora, também, possa ser substituido no futuro
(Salvador-Carulla e Bertelli, 2008).

A American Association on Mental Retardation (AAMR), que agora € conhecida
como American Association on Intellectual and Developmental Disabilities (AAIDD)
criou uma defini¢ao para a DI enfatizando, além do grau do quoficiente de inteligéncia (QI)
que mede o funcionamento intelectual, a capacidade de adaptagao do individuo, referindo-
se a inteligéncia prética (Grossman, 1983; Jacobson e Mulick, 1996; Luckasson et al.,
2002; Schalock et al., 2010). Desta forma, a DI foi definida como uma incapacidade
caracterizada por limitacdes significativas tanto no funcionamento intelectual quanto no
comportamento adaptativo, que € expressa em habilidades conceituais, sociais e praticas e
que se origina antes dos 18 anos de idade (Luckasson et al., 2002).

Para que se possa avaliar as pessoas quanto ao funcionamento intelectual, deve-se
levar em conta a diversidade cultural dos envolvidos e as diferengas em seus padrdes de
comunicacdo e comportamento. Os déficits no funcionamento adaptativo de um individuo

se manifestam no contexto de ambientes comunitdrios tipicos de sua faixa etdria, e
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dependem do grau de necessidades de apoio para realizar determinadas tarefas comuns. De
acordo com Grossman (1983), o comportamento adaptativo € dividido em 8 areas, e pelo
menos 2 delas devem ser deficitdrias em uma pessoa com deficiéncia intelectual:
comunicacdo, cuidados pessoais, habilidades sociais, utiliza¢do de recursos comunitarios,
autonomia, saude e seguranca, habilidades académicas e trabalho e lazer.

O termo atraso global do desenvolvimento (neuro)psicomotor € usado
especificamente para criangas pequenas, menores de 5 anos de idade, nas quais a distin¢g@o
entre um problema motor e um transtorno psiquidtrico e a caracteriza¢ao mais ampla de
deficiéncias do desenvolvimento, nem sempre pode ser realizada (Rittey, 2003; Shevell et
al., 2003). Na literatura, podemos encontrar muitas variacdes da defini¢cdo de DI, mas a

maioria delas classifica este sinal neuroldgico em 4 graus de gravidade (leve, moderado,

grave e profundo) com base no QI (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo da deficiéncia intelectual de acordo com o quoficiente de inteligéncia.

Nivel da DI CID-10 AAMR APA
Leve QI: 50-69 QI: 50-55a  QI: 55-70 + pelo menos
IM: 9-11 anos  70-75 dois déficits
adaptativos
Médio ou QI: 35-49 QI: 3540a QI:35-54
Moderado IM: 6-8 anos 50-55
Grave ou QI: 20-34 QI: 20-25a QI: 20-34 + Déficits em
Severo IM: 3-5 anos 35-40 todas as oito
categorias
Profundo QI: <20 QL <20-25 QI:<20
IM: < 3 anos

DI: Deficiéncia intelectual. QI: quoficiente de inteligéncia. IM: Idade mental de um adulto. CID-10:
Classificacdo Internacional de Doengas para a DI de acordo com a Organizacdo Mundial da Saide. AAMR:
American Association on Mental Retardation/Deficiency. APA: American Psychological Association (APA,

2000).

O QI pode ser medido por uma variedade de testes de inteligéncia que utilizam uma
série de comunicacdo verbal e ndo-verbal. Eles geram um resultado normalizado
obedecendo a uma distribuicdo Gaussiana cuja média € 100 e o desvio padrdo € 15. O erro
na medicao do QI gira em torno de 5 pontos. Por defini¢do, o QI é anormalmente baixo
quando seus valores sdo inferiores a 70 (ou entre 70 e 75, tendo em conta o erro de medi¢ao)
(Bartholomew, 2004). Matematicamente, esta definicdo sugere que cerca 1 a 3% da
populacdo mundial apresenta algum grau de déficite intelectual (Leonard e Wen, 2002;
Battaglia e Carey, 2003; Kabra e Gulati, 2003).

A DI leve é muitas vezes diagnosticada tardiamente ou nem sequer € diagnosticada,

J4 que na maioria das vezes ela se apresenta de forma ndo-sindromica ou associada a
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elementos dismorficos menores, que passam despercebidos durante uma avaliacdo médica.
Ela € caracterizada por dificuldades de aprendizagem que ndo sd@ao muito graves. Muitos
adultos com este sinal sdo propensos a trabalhar e adquirir boa autonomia pessoal e
independéncia social (Schalock et al., 2010).

A DI moderada esta associada com dificuldades significativas de aprendizagem.
Ela se caracteriza pela aquisicdo de competéncias simples, permitindo a comunicagdo
social, um certo grau de auto-suficiéncia e uma vida semi-independente. As no¢des basicas
de leitura e escrita sdo raramente adquiridas. J4 a DI grave € acompanhada por uma
completa dependéncia para a realizacdo das tarefas e agdes cotidianas. Enquanto que a DI

z

profunda é caracterizada por uma reducdo severa do poténcial de comunicacdo e de
mobilidade (Schalock et al., 2010).

Estudos com grupos de criagas norueguésas, finlandesas e norte-americanas
mostraram que a prevaléncia de DI entre as criancas em idade escolar varia entre 1 e 2%
(Stromme, 2000; Heikura et al., 2003; Bhasin et al., 2006). Ha, ainda, uma estimativa de
que 1% da populacdo adulta apresenta algum grau de DI e geralmente os homens sdo mais
afetados do que as mulheres (relac@o 3:2), fato atribuido a grande quantidade de mutagdes
génicas que podem ocorrer no cromossomo X, para o qual os homens sao hemizigéticos

(Patterson e Zoghbi, 2003).

1.2. Etiologia

As causas da DI sao mudltiplas e altamente heterogéneas, podendo ser genéticas ou
ndo genéticas. Até 2005, estimou-se que 25% dos casos de DI eram de ordem genética,
25% de origem ambiental (adquirida) e 50% de causa desconhecida ou multifatorial (Rauch
et al., 2006). Em geral, metade dos pacientes que procuram ajuda médica ndo conseguem
um diagndstico, especialmente quando o atraso € leve e ndo ha outros sinais associados
(Xu e Chen, 2003).

As causas ndo genéticas envolvem eventos pré, peri e pds-natais, como a privacao
de oxigénio, prematuridade, traumatismo obstétrico, infec¢des, influéncias de teratdgenos,
transtornos endocrinos maternos, hipéxia intra-uterina, desnutricdo materna, intoxicacoes
maternas, alteragdes vasculares ou degenerativas encefélicas, traumatismos cranio-
encefélico, intoxicacdo por chumbo, fenilcetondria, erros inatos do metabolismo e

desnutri¢do infantil (Yeargin-Allsopp et al., 1997; Toscano e Guilarte, 2005).
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Entre as causas genéticas estdao envolvidas: desordens cromossdmicas, como as
aneuploidias, rearranjos cromossOmicos terminais, rearranjos em regioes relacionadas com
sindromes de microdelecdo e microduplicacdo e outros rearranjos intersticiais; desordens
complexas, causadas por mutacdes em varios genes e distirbios monogénicos (Moeschler
e Shevell, 2006; Kriek, 2007). Atualmente, um teste genético que vem sendo bastante
difundido para a investigacdo de pacientes portadores desta deficiéncia € o CMA
(Chromosomal Microarray).

Aproximadamente 15% da DI ¢ atribuida a anomalias citogeneticamente visiveis,
com, pelo menos, dois tercos destes casos explicados por trissomias do cromossomo 21
(Leonard e Wen, 2002; Rauch et al., 2006). Além disso, uma série de revisdes recentes tem
mostrado o crescente nimero de variantes gendmicas associadas com a DI, e que muitas
vezes tém levado a designagdo de novas sindromes clinicas (Morrow, 2010; Vissers et al.,
2010; Cooper et al., 2011; Kaminsky et al., 2011).

Atualmente, estima-se que cerca de 17,4 a 47,1% dos casos de DI sdo devido a
presenca de variagdes no nimero de copias (CNVs) submicroscopicas, sendo que as
frequéncias variam dependendo das diferentes técnicas usadas para a andlise (Das, 2013).
O rendimento adicional que os diagnésticos providos pelas andlises por microarray sobre
aquelas fornecidas pelo cariétipo é de 15-20% (Zahir e Friedman, 2007; Hochstenbach et
al., 2009; Miller et al., 2010).

Além das CNVs, um ndmero substancial de mutacdes pontuais ja foram
identificadas em genes isolados que desempenham um papel importante no
desenvolvimento inicial, tais como mutacdes no gene RAII (Slager et al., 2003) que causam
a Sindrome de Smith-Magenis, mutac¢des no gene CREBBP responsaveis pela Sindrome de
Rubinstein Taybi e a expansao CTG do gene FMRI que representa cerca de 1:4.000 a
1:6.000 casos de DI em homens, denominada Sindrome do X Fragil (Pieretti et al., 1991;
Murray et al., 1996; de Vries et al., 1997; Coffee et al., 2009).

A utilizacdo das tecnologias mais recentes, que envolvem microarrays, tem ajudado
a reduzir a divida quanto a origem da DI em favor das causas gendmicas (Sagoo, et al.,
2009). As andlises de exomas pelos métodos de sequenciamento de alto rendimento (Next
Generation Sequencing) estdo sendo, aos poucos, implementados no meio clinico e
académico e devem aumentar muito rapidamente nosso conhecimento sobre os genes
envolvidos na DI inespecifica quando comparado as tecnologias envolvendo microarrays.
Isso, porque ao utilizar as técnicas de sequenciamento, os laboratérios deverdo fornecer

mais rapidamente os diagndsticos, com mais informagdes especificas (gene a gene) e em
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paralelo, auxiliar na relagdo entre genes especificos e fenétipos alterados (Teer e Mullikin,
2010; Ku et al., 2011; Kuhlenbaumer et al., 2011; Singleton, 2011; Topper et al., 2011).
O principal objetivo de um diagndstico etiolégico € buscar, principalmente, uma
causa tratdvel ou uma causa possivelmente recorrente que implique em um aconselhamento
genético. E enquanto o sequenciamento de préxima geragdo nao substitui o CMA, a
utilizacdo dos microarrays tem elevado a identificacdo de numerosas microdelecdes ou
microduplicacdes patogénicas de segmentos cromossOmicos que anteriormente escapavam
da detec¢do por microscopia Optica e que agora, vem sendo comprovadamente causais da

DI.

1.3. Investigacoes Genéticas

1.3.1. Cariétipo convencional

Desde a implantagcdo das metodologias de bandamento cromossomico foi possivel
realizar com mais precisdo o reconhecimento individual de cada par de homdlogos
(Caspersson et al., 1970). Para o uso de rotina, em um ambiente clinico, a técnica de
bandamento G, que se baseia na aplicagdo de tripsina em laminas contendo metafédses
seguida de coloracdo por Giemsa, tornou-se o0 método mais aceito em todo o mundo,
permitindo a detecc@o de diversas aberracdes estruturais, como translocacdes, inversdes,
delecdes e duplicacdes, além de aberragdes numéricas (Smeets, 2004).

Apesar do aperfeicoamento das metodologias de bandamento, a resolucdo dos
estudos cromossOmicos, pela cariotipagem, € de baixa sensibilidade ja que atinge uma
resolucdo de aproximadamente 450-550 bandas por genoma. A banda cromossOmica
representa de 5 a 10 megabases (MB) de DNA e contém, em média, cinquenta genes
(Trask, 2002).

Yunis (1976) desenvolveu o bandamento de alta resolu¢do que aumentou o poder
de resolucdo do cariétipo para cerca de 1000 bandas por genoma, facilitando a deteccao de
alteracdes que ainda nao haviam sido observadas. Ainda assim, muitas vezes nao é possivel
detectar, a nivel citogenético, inimeras aberra¢cdes cromossOmicas mesmo em pacientes
que apresentam sinais clinicos de determinadas sindromes conhecidas (Smeets, 2004).

Com excecdo da trissomia do 21 (que sozinha explica cerca de 10% de todos os
casos de DI), o rendimento de diagnéstico do cariétipo normal € baixo, com cerca de 4%

de resultados positivos (van Karnebeek et al., 2005), onde aproximadamente 1% sao
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anomalias numéricas (na maioria das vezes trissomias nos cromossomos sexuais) € 3% sido
anomalias estruturais (como as sindromes de Cri-du-Chat, Wolf-Hirschhorn, Jacobsen e
algumas translocacdes) (Regier et al., 2010). Principalmente por este motivo, o caridtipo
convencional vem sendo cada vez mais complementado por outras metodologias

moleculares de maior resolucao.

1.3.2. Citogenética Molecular: Flurorescent in situ Hybridization (FISH)

A partir da segunda metade da década de 1980 surgiu uma técnica locus-especifica
que permitiu a identificacdo de pequenos rearranjos gendmicos tanto em Cromossomos
metafasicos quanto em interfasicos, denominada FISH (Flurorescent in situ Hybridization)
(Landegent et al., 1986; Pinkel et al., 1986; Lichter et al., 1988). Ela € baseada na utilizagcao
de sondas especificas que sdo sintetizadas a partir de cromossomos artificiais bacterianos
(BACs, Bacterial Artificial Chromosome) de aproximadamente 200 kilobases (kb),
cromossomos artificiais P1 (PACs, PI-Derived Artificial Chromosome), clones de
cosmideos ou fosmideos, ou a partir de produtos de PCR. A resolucao depende do tamanho
da sonda (> 50 kb - 2 Mb), mas € cerca de 20 a 40 vezes superior a do cariétipo
convencional (Wiegant et al., 1992).

A técnica de FISH ndo permite uma andlise detalhada de todo o genoma, ja que as
triagens somente sdo realizadas de acordo com uma suspeita clinica de determinada
sindrome conhecida (como as sindromes de DiGeorge, Williams e Smith-Magenis). Desta
forma, muitos rearranjos gendmicos desconhecidos que levam a um fendtipo alterado nio
podem ser detectados por esta metodologia, embora as vezes possam ser investigados
alguns loci especificos quando ha um fendtipo impreciso (como por exemplo, as delecdes
em 22ql3 e 16pl1.2 e a duplicacdo em 15q11 em casos de DI associadas a autismo)
(Guerra, 2004).

Em 1996, foi desenvolvido um conjunto completo de sondas teloméricas (Ning et
al., 1996), e nos anos seguintes a utilizacdo de FISH para a investigag¢ao telomérica tornou-
se amplamente aceita como uma ferramenta clinicamente ttil para identificar delecdes e
translocacdes envolvendo as extremidades dos bragos dos cromossomos, que contém genes
unicos e muitos, quando alterados, causadores da DI (Knight et al., 1997).

Nos pacientes que apresentam um cariétipo normal, o estudo dessas regides
identifica em média, cerca de 2,5 a 5% de anomalias e quase sempre envolvidas com

fenétipos de DI (de Vries et al., 2003; de Vries et al., 2005; Ravnan et al., 2006). No entanto

Tese de Doutorado Rodrigo Roncato Pereira 6



O Papel da Variacio do Nimero de Cépias Gendmicas no Fenétipo Clinico de Deficiéncia Intelectual em uma Coorte
Retrospectiva da Rede Piblica de Satide do Estado de Goias

esse trabalho € fastidioso e relativamente caro, jd que € necessdrio a compra ou fabricagcao
de sondas especificas e por isso, muito frequentemente vem sendo substituido por técnicas
de biologia molecular quantitativa que também tem poder de resolugdo suficientes para
detectar pequenas alteragdes, como a multiplex ligation-dependant probe amplification
(MLPA) ou a quantitative fluorescence polymerase chain reaction (QF-PCR), que sdo mais
praticas e mais baratas. Mas € importante lembrar que principalmente pelas técnicas de
citogenética convencional e FISH € possivel identificar um rearranjo equilibrado (como

uma translocagdo ou inversao).

1.3.3. Citogenética Molecular: Multiplex Ligation-Dependant Probe
Amplification (MLPA)

A técnica MLPA, trata-se de uma metodologia relativamente simples e robusta,
semelhante a PCR multiplex, capaz de detectar alteracdes cromossdmicas no nimero de
copias de DNA em miltiplos alvos (Schouten et al., 2002). Estas alteracdes sao
identificadas através de sondas oligo-nucleotidicas muito pequenas. Esta metodologia
permite a quantificacdo relativa do niimero de copias de aproximadamente 50 sequéncias
de 4cidos nucléicos em um tnico experimento, sendo capaz de detectar delecdes e
duplicacdes de diversos genes, além de mutacOes pontuais conhecidas (Redeker et al.,
2008).

A quantificacdo ¢ feita por cromatografia em sequenciador capilar e o método se
presta a andlise por séries. Os kits comercializados sdo usados para encontrar micro-
alteracdes para um conjunto de loci sub-teloméricos e alguns loci intersticiais que incluem
as microdele¢cdes e microduplicagdes mais comuns dentre as conhecidas (Slater er al.,
2003; Rooms et al., 2005).

Entre as vantagens do método estdo o custo relativamente baixo, simplicidade,
rapidez e sensibilidade, justificando a sua implantacdo em servicos direcionados para o
estudo da etiologia de diversas doencas. Entretanto, as desvantagens do método incluem a
incapacidade de detectar trissomias parciais ou em mosaico, desde que nao sejam utilizadas
sondas localizadas nos segmentos envolvidos nessas anomalias; ndo detecta anomalias
estruturais equilibradas e exige DNA de qualidade superior ao que € requerido por outras

técnicas moleculares, como por exemplo, a técnica de QF-PCR (Procter et al., 2006).
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1.3.4. Citogenética Molecular: Quantitative Fluorescence Polymerase Chain

Reaction (QF-PCR)

A QF-PCR ¢ um método que depende da disponibilidade de marcadores
informativos da regido de interesse e foi originalmente criado para facilitar a quantificagao
de RNAs, mas também pode ser utilizado para quantificar o nimero de copias de uma
sequéncia gendmica, usando, para isso, uma combina¢cdo de PCR em tempo real e sondas
fluorescentes (Adinolfi et al., 1997; Zoua et al., 2008).

A metodologia baseia-se na amplificagao de sequéncias de DNA especificas de um
cromossomo (STRs, Short Tandem Repeat, também conhecidos como marcadores
genéticos) que sao polimorficas no comprimento, entre os individuos. Por meio de primers
fluorescentes, os segmentos amplificados pela PCR podem ser visualizados e quantificados
como dareas de pico em scanners de DNA automatizados e o nimero de cépias de cada STR
¢ indicativo do nimero de cépias do seguimento cromossomico (Pertl et al., 1997).

QF-PCR fornece um diagnéstico rdpido (em menos de 24 horas) de aneuploidias
nos cromossomos analisados. Além disso, ela apresenta algumas vantagens sobre a FISH,
como por exemplo, pode ser realizada com um menor nimero de células, e uma vez que a
andlise pode ser facilmente automatizada, muitas amostras podem ser processadas ao
mesmo tempo, sendo que todo o processo leva em torno de 30 minutos (Cirigliano et al.,
2001; Hultén et al., 2003).

Por se tratar de uma metodologia mais rapida e mais barata do que FISH e cariétipo
com bandamento G, a QF-PCR foi proposta como uma investigagdo complementar ou
mesmo como uma alternativa a aquelas, principalmente no diagndstico pré-natal

(Grimshaw et al., 2003; Leung et al., 2004).

1.3.5. Citogenética Molecular: Chromosomal Microarrays (CMA)

A busca por rearranjos gendmicos usando técnicas de hibridagao gendmica sobre
um suporte sélido, surgiu no final dos anos 1990 e alcangcou um extraordinério
desenvolvimento a partir de 2005 (Miller et al., 2010). A hibrida¢do gendmica comparativa
por microarrays de DNA (aCGH) € baseada em um principio simples: o DNA de um
paciente e de um controle sdo fragmentados e marcados por dois fluorocromos distintos,
em seguida s@o cruzados com sondas de sequéncias de DNA normais depositados sobre

uma lamina de vidro e por fim, hd a medicdo da emissao dos sinais, utilizando-se de um
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scanner e arazao das intensidades de fluorescéncia dos dois fluorocromos, apds hibridados,
sdo os responsaveis pela deteccao das delecdes e/ou duplicacdes no genoma do paciente.
O poder desta técnica se deve a sua capacidade de analisar um grande niimero de loci em
paralelo (de Ravel et al., 2007; Vermeesch et al., 2007; Edelmann e Hirschhorn, 2009;
Alkan et al., 2011).

Inicialmente as sondas eram construidas utilizando-se BACs, idénticos aos
utilizados para FISH. Os microarrays de DNA desenhados com a ajuda de BACs tém em
média de 3.000 a 6.000 sondas. Cerca de milhares de clones de BACs mapeados e
representativos do genoma sao imobilizados em uma lamina de vidro e sdo utilizados como
a fase solida (chip) para a hibridacao (Solinas-Toldo et al., 1997; Veltman, 2006).

Atualmente, a resolu¢do desta metodologia especifica é considerada baixa, mas
ainda assim, € cerca de 100 vezes maior do que a do caridtipo convencional. A diferenca
média de distancia entre duas sondas no genoma é de 0,5 a 1 MB, podendo variar
consideravelmente, dependendo da regido do genoma investigada (Pinkel ez al., 1998).

Em pouco tempo estes microarrays foram substituidos por microarrays de
oligonucleotideos que sdo comercialmente fabricados por fotolitografia, e consistem de 45
a 85 sondas de oligonucleotideos permitindo uma maior cobertura de regides gendmicas,
ou seja, maior resolucao de andlise. Os primeiros arrays propostos continham de 44.000 a
72.000 oligonucleotideos (Miller et al., 2008), e atualmente alguns arrays comercializados,
ultrapassam 2 milhdes de sonda, o que corresponde a uma resolugdo de cerca de 10 a 100
kb (100 a 1000 vezes maior do que a do cariétipo convencional).

A grande vantagem do aCGH € poder detectar simultaneamente, em um unico
ensaio, aneuploidias, dele¢des e duplicacdes de qualquer locus coberto pelas sondas,
incluindo zonas intersticiais que ndo sdo cobertas por outros métodos alvo-dirigidos como
FISH ou MLPA. Entretanto, a configuracao estrutural de uma aberracao cromossdmica nao
pode ser detectada, limitando a técnica ao diagndstico de microdelecdes e
microduplicacOes gendmicas. Ainda assim, o método tem sido amplamente utilizado tanto
para investigar pacientes com alteracdes cromossdmicas aparentemente equilibradas
(analisados por cariétipo convencional), mas com fendtipos anormais, quanto para o
rastreamento ao longo do genoma de defeitos cromossdmicos que podem representar a
evidéncia inicial para a identificacdo de um ou mais genes associados a doengas genéticas
(Vissers et al., 2003).

Embora diferentes na sua concepg¢do, os arrays de polimorfismos de um unico

nucleétideo (SNP - Single Nucleotide Polymorphism), usam o mesmo principio geral de
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hibridagdo massiva de fragmentos de DNA humanos na forma de oligonucleotideos
depositados sobre uma lamina de vidro. Enquanto no aCGH , dois DNAs sdo marcadas
com corantes fluorescentes de cores diferentes e co-hibridados a um tnico array para obter
uma comparagdo direta do nimero de cdpias entre um teste € uma amostra de DNA
controle, no SNP-array, apenas um tnico DNA teste € marcado e hibridado com o array
gendmico (Hoyer et al., 2007; Zhang et al., 2008; Bruno et al., 2009; McMullan et al.,
2009).

Os SNPs representam a mais importante fonte de variabilidade no genoma, sendo
que 1 nucleotideo a cada 400 € objeto de um polimorfismo. Eles sdo mutacdes pontuais
que ocorrem natural e estatisticamente no curso da evolucao e ocorrem com uma frequéncia
alélica de aproximadamente 1% em uma dada popula¢do. Mais de 15 milhdes de SNPs
estdo espalhados por todo o genoma humano (Botstein e Risch, 2003).

Para cada SNP, hda um conjunto de sondas que identificam quatro variantes
possiveis (A, C, T e G) da sequéncia contendo o SNP, o que permite a genotipagem. Os
chips comumente utilizados, hibridados com o fragmentos de DNA de um paciente,
permitem a genotipagem paralela de 10.000 a mais de 1 milhdao de SNPs (Bernardini ef al.,
2010).

Os softwares de andlises biostatisticas permitem deduzir o nimero de cépias de
cada sequéncia em torno de um SNP a partir do perfil de hibridagdo, e, assim, pode também
identificar microdele¢des ou microduplicacdes. Além de tudo, essa metodologia permite
ainda a identificacdo de disomias uniparentais e grandes regides de homozigosidade ou
regides de perda de heterozigose (McCarroll et al., 2006; Bacolod et al., 2009).

Os dois métodos descritos acima, t€m demonstrado a importincia que as variagoes
quantitativas t€ém no genoma, o que possibilitou, inclusive, a descoberta de que existem
dezenas de segmentos deletados ou duplicados no genoma de todas as pessoas
fenotipicamente normais (lafrate er al., 2004; Redon et al., 2006). Estas variantes de
tamanhos diversos, sdo chamadas de variagdes no nimero de copias (CNVs) quando seu
tamanho € superior a 1 kb (podendo exceder os 5 Mb) e indels (inser¢ao/delecdo) quando
seu tamanho é menor (Gijsbers et al., 2009).

As técnicas de aCGH e SNP-array ainda ndo atingiram a sua maturidade. Nao ha
um consenso (internacional) sobre qual plataforma proporciona o melhor equilibrio entre
adensidade de sondas, a cobertura do genoma, e a menor complexidade das analises (Alkan
et al., 2011). E apesar disso, o poder de diagnéstico fornecidos por estas tecnologias tem

sido impressionante (Stankiewicz e Beaudet, 2007; Zahir e Friedman, 2007).
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Atualmente existem tecnologias que combinam os poderes das duas técnicas, como
é o caso da plataforma CytoScan"" HD Array (Affymetrix, USA), que concilia o alto poder
de resolugdo para detectar CNVs, dos microarrays de oligonucleotideos, com a
sensibilidade da deteccdo de consanguinidade, dissomia uniparental e uma maior
sensibilidade para detectar baixos niveis de aneuploidias em mosaico, dos SNP-arrays,
apresentando, ainda, uma das maiores resolu¢gdes do mercado atual.

Muitas equipes de pesquisadores, incluindo um consércio internacional de
citogeneticistas, o ISCA (The International Standards For Cytogenomic Arrays
Consortium - https://www.iscaconsortium.org), recomendaram abandonar o cariétipo
convencional e realizar a investigacdo inicial de pacientes com DI, autismo ou
malformagdes, com as tecnologias do CMA. O cariétipo deve ser usado apenas para
suspeitas de sindromes conhecidas (como a sindrome de Down) e o FISH apenas para
validar os achados verificados nos chips de DNA (Gijsbers et al., 2009; Koolen et al., 2009;
Miller et al., 2010; Vissers et al., 2010; Park et al., 2011; Wincent et al., 2011).

As translocages aparentemente equilibradas (que, estritamente falando, ndo
implicam em uma perda de material cromossdmico) nao sao detectaveis pelas tecnologias
do CMA, sendo esta a sua principal desvantagem. Entretanto, quase metade das
translocacdes aparentemente equilibradas sdo acompanhadas por um rearranjo detectdvel
por testes de microarrays e além disso, ha estimativas de que as translocacdes equilibradas
sao identificadas em apenas 0,3% a 0,7% dos pacientes com DI, testados por andlises

cariotipicas (Hochstenbach et al., 2009; Miller et al., 2010; Dermody et al., 2012).

1.3.6. Variacao no Niumero de Cépias (CNVs)

No primeiro estudo mais abrangente sobre CNVs, estimou-se que cerca de 12% de
todo o genoma humano € composto por CNVs que ndo causam prejuizos fenotipicos
(Redon et al., 2006). Achados como este, impde um grande desafio investigativo aos
pesquisadores para determinar se uma CNV estd ou ndo relacionada com determinado
fenétipo.

McCarroll et al. (2006) demonstraram que variagdes nos genomas dos individuos
resultam em diferengas no nivel de expressdo dos genes envolvidos, o que indica que as
variantes presentes em individuos sauddveis, possivelmente estdo relacionadas com a
adaptacdo. Por outro lado, a maioria das alteracdes encontradas estdo localizadas em

regides pobres ou ausentes de genes e podem, portanto, serem neutras ou ter efeitos
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reguladores modestos, devido a presenga de regides altamente conservadas (Conrad et al.,
2006).

Desta forma, as CN'Vs que s@o encontradas em grandes grupos controle (populagdes
ndo afetadas), e que, por este motivo, ndo parecem estar associadas a nenhum quadro
clinico, devem ser classificadas como CNVs neutras (Gijsbers et al., 2009). A auséncia de
genes em uma CNV ndo permite necessariamente classificid-la como neutra, ja que na
regido afetada pode conter sequéncias reguladoras essenciais para a expressdo de genes
vizinhos.

O percentual de variantes genomicas detectadas varia consideravelmente entre os
diferentes estudos. Isto se deve aos diferentes critérios para a selecdo dos pacientes, as
diferentes técnicas utilizadas e, nos pequenos grupos de pacientes, por fatores estocésticos.
Aparentemente, o nimero de CNVs detectadas cresce de acordo com o aumento da
complexidade e da gravidade dos problemas clinicos dos individuos investigados (Kriek et
al., 2006).

A patogenicidade de algumas CNVs é muitas vezes dificil de interpretar, devido a
expressao varidvel do alelo remanescente e a incompleta penetrancia que podem causar
consequéncias clinicas em diferentes membros da familia (Ensenauer et al. 2003; Yobb et
al., 2005). Exemplificando esta afirma¢do, uma duplicacdo de 1,5 Mb na banda
cromossOmica 16p13.1 foi detectada em quatro pacientes com autismo grave do sexo
masculino. A mesma duplicacdo também foi observada em membros da familia menos
afetados e até mesmo em membros nio afetados (Ullmann et al., 2007).

Existem algumas iniciativas que criaram plataformas para coletar e comparar dados
citogenéticos moleculares de diversos centros clinicos de genética espalhados pelo mundo,
que estao ajudando a gerar uma melhor compreensao sobre o papel das CNVs na DI e em
outros distirbios genéticos. Um deles € o Database of Genomic Variation (DGV -
http://projects.tcag.ca/variation/) que € um dos bancos de dados gendmicos que apresentam
maior nimero de depdsitos de CNVs oriundas de diversos grupos de estudos. J4 o banco
de dados DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans
using Ensembl Resources - https://decipher.sanger.ac.uk/application/) compila dados sobre

micro-alteragdes patogénicas (Firth et al., 2009).

Tese de Doutorado Rodrigo Roncato Pereira 12



O Papel da Variacio do Nimero de Cépias Gendmicas no Fenétipo Clinico de Deficiéncia Intelectual em uma Coorte
Retrospectiva da Rede Piblica de Satide do Estado de Goias

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

O principal objetivo deste estudo foi identificar alteracdes gendmicas
submicroscopicas, utilizando uma plataforma de andlise cromossOmica em microarranjos,
em uma coorte retrospectiva de pacientes com deficiéncia intelectual, referenciados por

médicos da rede publica de saide do Estado de Goiés.

2.2. Objetivos Especificos

— Classificar as CN'Vs encontradas quanto a patogenicidade;

— Estabelecer as CN'Vs potencialmente associadas a deficiéncia intelectual na coorte

estudada;

— Determinar a origem das CNVs observadas;

— Determinar a extensao fisica e o nimero de genes presentes em cada CNV;

— Relatar os genes que possam estar envolvidos em associa¢do causal com o fenétipo

dos pacientes, mediante anélise de bancos de dados gendmicos publicos.

3. Material e Métodos

3.1. Grupo Amostral

No periodo de Janeiro de 2010 a Margo de 2012 foram realizados 995 exames de
cariétipo convencional em pacientes de varias regides do Estado de Goids com diversas
indicacdes clinicas, pelo Laboratério de Citogenética e Genética Molecular Humana
(LaGene-SES/GO).

Inicialmente foi realizado um levantamento de todos os pacientes examinados neste

periodo e que apresentavam indicagdo clinica de DI sem causa definida, totalizando 305
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pacientes. Destes, 85 casos foram esclarecidos pelo exame cariotipico com bandamento G;
97 casos foram inconclusivos devido ao baixo indice mitético obtido, o que impossibilitou
as andlises cromossdmicas em quantidade satisfatdria para diagnosticar os pacientes; e 123
casos nao puderam ser esclarecidos pelo exame citogenético convencional devido a baixa
resolucdo desta metodologia empregada e, portanto, apresentaram notagdo cariotipica
normal: 46, XY e 46, XX para pacientes do sexo masculino e feminino, respectivamente.

Dos 123 casos de DI ndo esclarecida listados ap6s a andlise do caridtipo, 3 foram
excluidos deste estudo devido ao 6bito dos pacientes. Em outros 44 casos, nao foi possivel
entrar em contato com o paciente ou responsavel, devido a mudanga de endereco, de
nimero de telefone ou por ndo atenderem as ligagdes. Por causa dos objetivos deste estudo,
foram necessdrias as coletas de material bioldgico tanto dos pacientes como de seus pais
bioldgicos, e, por este critério, mais 39 casos foram excluidos, ja que pelo menos um dos
pais estava indisponivel. Em 22 situa¢des nao houve interesse por parte de algum membro
da familia em participar deste estudo.

Os pais biolégicos dos 15 pacientes restantes, aderiram ao nosso proposito e
receberam informagdes sobre os objetivos deste estudo, assinaram voluntariamente o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) e responderam
individualmente a anamnese com respeito a histéria individual de cada familia (Anexo 2),
sendo abordadas questdes sobre gestacdo, parto, antecedentes familiares, habitos dos pais,
escolaridade, entre outros. O fluxograma representado na Figura 1, resume a forma como
foi obtido os 15 pacientes participantes deste estudo.

Desta forma, obtivemos um grupo amostral composto por 45 individuos, sendo 15
pacientes (6 meninos € 9 meninas) e 30 pais biologicos fenotipicamente normais. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa com seres humanos da Pontificia

Universidade Cat6lica de Goias (CEP-PUC/GO), sob o protocolo n® 1721/2011.
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Grupo Amostral
2010 a 2012

‘ 995 exames de caridtipo |

!

| 305 com deficiéncia intelectual ‘

P BN

85 esclarecidos ’ 97 inconclusivos | | 123 cariétipo normal ‘

pe;o Cariétipo m‘

3 6bitos 44 sem contato 39 -um dos

com os pacientes pais ausentes

22 sem interesse
em participar

|

Totalizando 15 pacientes

Figura 1: Fluxograma representativo do grupo amostral neste estudo.

3.2. Critérios de Inclusiao

- Pacientes com indicac¢ao clinica de deficiéncia intelectual, associada ou nao

a outras alteragOes fenotipicas e que cujo caridtipo convencional nio tenha fornecido um

diagndstico;

- A disponibilidade dos pais biolégicos dos pacientes em participar do estudo,

a fim de determinar a heranca de possiveis CNVs herdadas;

- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos pacientes

e/ou responsaveis.

3.3. Critérios de Exclusao

- Pacientes com diagndstico j elucidado por citogenética convencional;

- Indisponibilidade de pelo menos um dos pais bioldgicos;

- N3o concordancia na assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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3.4. Pacientes

Segue uma breve descri¢ao de cada paciente e histérico familiar:

Paciente 1, era uma menina de 10 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhada
a participar deste estudo por uma médica pediatra, pois apresentava deficiéncia intelectual
leve, acompanhado de baixa estatura e sem caracteristicas dismorficas. Pesava 34,8 Kg e
media 126,5 cm. Nao apresentava nenhum parente com defici€ncias fisicas ou mentais ou
com sindromes genéticas conhecidas. Durante a gestacdo a mae apresentou diabetes
gestacional.

Paciente 2, era um menino de 12 anos de idade, filho de pais primos em terceiro
grau e normais, de cor de pele branca e que frequentava o ensino fundamental. Foi
encaminhado a participar deste estudo por uma médica pediatra, pois apresentava
deficiéncia intelectual moderada, mas nenhuma caracteristica dismorfica. Pesava 32,5 Kg
e media 139,5 cm. Nao apresentava nenhum parente com deficiéncias fisicas ou mentais
ou com sindromes genéticas conhecidas. A mae teve toxoplasmose e dois abortos
anteriores.

Paciente 3, era um menino de 18 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhado
a participar deste estudo por um médico pediatra, pois apresentava deficiéncia intelectual
e déficit de coordenacdo motora. J4 sofreu convulsdes e fazia acompanhamento
psicoldgico. Pesava 82,6 Kg e media 177 cm. Nao apresentava nenhum parente com
deficiéncias fisicas ou mentais ou com sindromes genéticas conhecidas.

Paciente 4, era um menino de 3 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que nao frequentava a escola. Foi encaminhado a participar
deste estudo por uma médica pediatra, pois apresentava atraso global no desenvolvimento,
era ainda, hiperativo e ndo havia desenvolvido a fala. A suspeita médica era de sindrome
de Down. Pesava 14 Kg e media 100 cm. Tinha um irmao de 12 anos de idade com déficit
de atencdo e uma prima materna de 10 anos com deficiéncia intelectual de etiologia
desconhecida.

Paciente 5, era um menino de 9 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele morena e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhado

a participar deste estudo por um médico pediatra, pois apresentava deficiéncia intelectual
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e face sindromica. O médico suspeitava de sindrome de Down. Pesava 35 Kg e media 129
cm. Tinha um primo com deficiéncia intelectual.

Paciente 6, era uma menina de 12 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele morena e que frequentava uma escola para alunos com deficiéncias.
Foi encaminhada a participar deste estudo por um médico pediatra, pois apresentava
deficiéncia intelectual, acompanhada de atraso no desenvolvimento. Pesava 47 Kg e media
155 cm. Tinha dois primos paternos autistas € um primo materno com deficiéncia
intelectual. Nasceu com o cordao umbilical enrolado no pescoco.

Paciente 7, era uma menina de 5 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que ndo frequentava a escola. Foi encaminhada a participar
deste estudo por uma médica pediatra, pois apresentava caracteristicas sindromicas e atraso
global no desenvolvimento. Pesava 9,5 Kg e media 94,5 cm. Nao apresentava nenhum
parente com deficiéncias fisicas ou mentais ou com sindromes genéticas conhecidas.

Paciente 8, era uma mulher de 26 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que estudou até o ensino fundamental. Foi encaminhada
a participar deste estudo por um médico neurologista, pois apresentava defici€ncia
intelectual grave. Tinha dois tios € uma tia maternos com heredoataxia e os avds maternos
eram primos de primeiro grau.

Paciente 9, era uma menina de 11 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele morena e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhada
a participar deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava defici€ncia
intelectual, caracteristicas sindromicas, multiplos estigmas, atraso no desenvolvimento e
autismo. Pesava 30 Kg e media 144 cm. Nao apresentava nenhum parente com deficiéncias
fisicas ou mentais ou com sindromes genéticas conhecidas.

Paciente 10, era uma menina de 10 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos
e normais, de cor de pele morena e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhada
a participar deste estudo por uma médica pediatra, pois apresentava deficiéncia intelectual,
caracteristicas sindromicas e atraso no desenvolvimento. Nao apresentava nenhum parente
com deficiéncias fisicas ou mentais ou com sindromes genéticas conhecidas. Nasceu com
o corddao umbilical enrolado no pescoco.

Paciente 11, era uma menina de 8 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos
e normais, de cor de pele branca e que frequentava o ensino fundamental. Foi encaminhada
a participar deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava defici€ncia

intelectual grave e distirbios de comportamento. Iniciou a fala somente apds os 4 anos de
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idade. Pesava 33 Kg e media 126 cm. Tinha duas tias paternas que apresentavam
deficiéncia intelectual. Nasceu com o corddo umbilical enrolado no pescogo.

Paciente 12, era um menino de 6 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele parda e que frequentava o jardim de infancia. Foi encaminhado a
participar deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava deficiéncia
intelectual e atraso no desenvolvimento. Pesava 19 Kg e media 112 cm. Tinha dois primos
paternos que apresentavam deficiéncia intelectual e um irmdo com caracteristicas
sindromicas.

Paciente 14, era um menino de 14 anos de idade, filho de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que frequentava o ensino médio. Foi encaminhado a
participar deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava deficiéncia
intelectual e maltiplas dismorfias. A suspeita médica era de sindrome de Dubowitz. O
paciente apresentava um distirbio de atividade elétrica cerebral, caracterizado pela
presenca de atividade lenta difusa. Pesava 19 Kg e media 112 cm. Tinha uma prima que
apresentava sindrome de Tourett. Teve diversas complicagdes pds-parto, incluindo
infeccdo hospitalar.

Paciente 15, era uma menina de 8 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que ndo era alfabetizada. Foi encaminhada a participar
deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava deficiéncia intelectual e
diversas alteracdes dismorficas. Tinha uma prima materna que apresentavam defici€ncia
intelectual. Sofreu de privac¢do de oxigénio ao nascer.

Paciente 16, era uma menina de 5 anos de idade, filha de pais ndo consanguineos e
normais, de cor de pele branca e que frequentava o jardim de infancia. Foi encaminhada a
participar deste estudo por uma médica neuropediatra, pois apresentava atraso global do
desenvolvimento neuropsicomotor. Nao apresentava nenhum parente com deficiéncias

fisicas ou mentais ou com sindromes genéticas conhecidas.

3.5. Obtencao das Amostras Biolégicas

Foram coletados, no Nucleo de Pesquisas Replicon, Departamento de Biologia da
Pontificia Universidade Catélica de Goids, 10 mL de sangue periférico por pun¢do venosa
em tubos contendo ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) de cada participante e de seus
pais biolégicos. Apés a coleta, foram realizadas extracdes de DNA, utilizando o QIAamp®

DNA Mini Kit (Qiagen, USA) (Anexo 3) ou o Illustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit
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(GE Healthcare Life Science, USA) (Anexo 4) seguindo todas as instru¢des dos

fabricantes.

3.6. Estudos Cromossomicos por Bandamento GTG

O primeiro passo laboratorial deste estudo, foi a realizacdo do exame de caridtipo
nos pacientes encaminhados pelos médicos assistentes da rede publica de saide do Estado
de Goids. Para isso, foram realizadas culturas de linf6citos T do sangue periférico a curto
prazo, conforme o0s protocolos convencionais para a obten¢do de cromossomos
metafasicos, para a avaliacdo cariotipica.

As amostras de sangue periférico foram cultivadas em meio de cultura RPMI —1640
com L—glutamina (Gibco® Life Science, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Gibco® Life Science, USA), fitohemaglutinina (Gibco® Life Science, USA) e antibiéticos
por 48 horas. As culturas celulares foram bloqueadas pela adicio de colcemid® (Sigma-
Aldrich®, USA) a 16ug/mL, seguida pela hipotonizacdo por KCl (MERCK®, Germany) a
0,075M e fixadas em solucgao dlcool-acida de Carnoy.

As amostras foram, entdo, gotejadas em laminas limpas e desengorduradas sob
temperatura de 60°C, secas a temperatura ambiente e envelhecidas por sete dias em camara
escura, também a temperatura ambiente, para a realizacdo do bandamento GTG.
Posteriormente, as laminas contendo o material bioldgico foram tratadas em solug¢do de
tripsina (Invitrogen'" Life Technologies, USA) diluida em tampdo PBS (Invitrogen™ Life
Technologies, USA) a 0,25% e coradas em solugio Giemsa (Gibco® Life Science, USA) a
4%.

Para cada paciente foram analisadas 20 metafases, utilizando microscopia Optica
Axio Imager 2® (Carl Zeiss, Germany) com platina motorizada, controlada pelo sistema de
escaneamento de 1aminas Metafer4® (Metasystems, USA). A andlise cromossdmica e o
pareamento dos cromossomos foram realizados utilizando o software IKAROS®
(Metasystems, USA). Apds a andlise, todas as amostras e laminas foram arquivadas no
Laboratério de Citogenética e Genética Molecular Humana (LaGene-SES/GO) localizado
junto ao Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade Catdlica de

Goias/Departamento de Biologia.
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3.7. CMA

Neste estudo, a plataforma escolhida para a identificacio de variacao estrutural no
genoma dos pacientes selecionados com deficiéncia intelectual e de seus pais bioldgicos
normais, a fim de determinar a origem das CNVs, foi a plataforma de alta densidade
CytoScan HD Array (Affymetrix, USA). A escolha foi devido a esta ser uma das
tecnologias, do mercado atual, mais sensiveis na deteccao de CNVs, sendo caracterizada
por apresentar marcadores para mais de 2.600.000 CNVs gendmicas, tendo, ainda,
aproximadamente 750.000 sondas de SNPs, e cerca de 2.000.000 de sondas nao
polimoérficas que cobrem amplamente o genoma humano, sendo encontrada 1 sonda a cada
25 kb.

Um diferencial desta plataforma, é que € possivel analisar tanto nimero de cépias
alelo-especificas quanto genétipos de SNPs. Além disso, ela confirma independentemente
as variacdes no nimero de copias com informagdes alélicas de SNPs. Tudo isso garante
que essa tecnologia de microarray tenha uma das mais abrangentes e relevantes coberturas
de genes constitucionais em um unico array. Assim, ha uma cobertura de 100% dos genes
constitucionais do The International Standards For Cytogenomic Arrays Consortium
(ISCA- https://www.iscaconsortium.org), cobrindo ainda, cerca de 12.000 genes do
OMIM® e mais de 36.000 genes do RefSeq (NCBI Reference Sequence Database).

Para a realizacdo deste experimento, o DNA gendmico (250ng) extraido dos
pacientes e de seus respectivos pais bioldgicos mais um controle negativo e um controle
positivo (fornecido), foi digerido pela enzima de restricdio Nspl, seguindo as
recomendacdes do fabricante (Affymetrix, USA). Depois de digeridas, as amostras foram
ligadas a adaptadores e em seguida, um primer universal que reconhece a sequéncia do
adaptador ligado ao DNA gendmico foi utilizado para amplificar as sequéncias obtidas por
meio de Polymerase Chain Reaction (PCR). As condi¢des da PCR foram otimizadas para
amplificar preferencialmente fragmentos de 150-2.000 pb de comprimento, que foram
confirmados porsteriormente em gel de agarose a 2% em TBE 1X.

Na sequéncia estes produtos foram purificados utilizando Beads Magnéticas e
quantificados no espectrofotdmetro NanoVue Plus" (GE Healthcare Life Science, USA).
O passo seguinte foi a fragmentacdo das amostras purificadas em 50-200 pb, que em
seguida foram confirmados em um gel de agarose a 4% em TBE 1X, a um campo elétrico

com voltagem constante de 10V/cm, por 1h.
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Os fragmentos de DNA com 50-200 pb foram revelados pela coloracao do gel em
solucdo de brometo de etideo (Smg/mL). Posteriormente, a imagem foi capturada
utilizando o sistema de video-documentac¢io/ImageMaster® VDS — Video-documentation
System (Pharmacia Biotech, USA).

Seguindo o protocolo, os fragmentos de DNA foram marcados por terminal
deoxynucleotidyl transferase e entdo aplicados no Affymetrix GeneChip® e hibridados por
16-18 horas a 50°C e 60 rpm no GeneChip® Hybridization Oven 645 (Affymetrix, USA).
Os chips foram entdo, lavados e corados na GeneChip® Fluidic Station 450 (Affymetrix,
USA) e escaneados no GeneChip® Scanner 3000 7G (Affymetrix, USA) operados pelo
Affymetrix GeneChip® Command Console (AGCC, Versio 3.2.2).

A partir dai foram gerados arquivos “.CEL” que foram convertidos em “.CYCHP”
para serem lidos e analisados no Affymetrix® Chromosome Analysis Suite (ChAS) 2.0
Software. Todo procedimento leva de 3 a 4 dias para ser concluido e foram realizadas 2 ou
3 familias por reacdo (6 a 9 amostras). Uma esquematiza¢do das realizacdes de cada um

dos passos descritos estd representada na Figura 1.
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Figura 2: Fluxograma de trabalho. Protocolo da plataforma Affymetrix® CytoScan™ HD

Array, com o tempo aproximado para a realizacdo de cada passo.
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3.8. Analise das CNVs

A andlise dos dados gerados pela hibrida¢do do genoma de todos os pacientes e de
seus pais biolégicos foi realizada com a utilizacdo do Affymetrix® Chromosome Analysis
Suite (ChAS) Software. Foram fixados como filtros: 50 marcadores e 100 kpb para detectar
duplicacdes e 25 marcadores e 100 kpb para detectar dele¢des (inclusive em mosaico),
seguindo sugestdo do fabricante. Os dados gendmicos s6 foram analisadas apds terem
passado pelos controles de qualidade do software.

Todas as alteracdes no nimero de cdpias foram rigorosamente analisadas e os
ruidos (alteracdes encontradas em regides cobertas por menos de 75% de marcadores)
foram descartados deste estudo. Além disso, as CNV encontradas em cada paciente foram
comparadas com bancos de dados de grupos controle (Database of Genomic Variants -
DGV - http://projects.tcag.ca/variation - € CytoScan" HD Array Database, fornecido pelo
software ChAS), bancos de dados de sindromes genéticas conhecidas (Database of
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources -
DECIPHER - https://decipher.sanger.ac.uk/application/) ¢ com o genoma de seus pais
bioldgicos. Elas foram classificadas como patogénicas, possivelmente patogénicas, neutras
e de significado desconhecido, de acordo com o proposto por Miller er al. (2010).
Informagdes como: tipo (dele¢do ou duplicacdo), extensdao da CNV, nimero de cdpias
envolvidas, cromossomo e banda cromossdmica, tamanho e nimero de marcadores e genes

envolvidos nas alteragdes, foram coletadas.

4. Resultados

Dos 995 caridtipos realizados desde Janeiro de 2010 a Marco de 2012, foram
selecionados 305 casos (30,6%) em que os pacientes foram encaminhados para realizar o
exame por suspeita de deficiéncia intelectual. Destes, 182 (59,7%) foram excluidos ou por
terem sido satisfatoriamente diagnosticados pela metodologia de cariotipagem
convencional, ou por nao ter sido possivel analisar um ndmero suficiente de metafases para
gerar um diagnostico, devido ao baixo indice mitético obtido das culturas de sangue
periférico. Os 123 casos restantes (40,3%) se enquadravam no critério inicial de inclusdao
proposto para este estudo, no entanto, somente 15 familias (12,2%) estavam disponiveis e

concordaram em participar.

Tese de Doutorado Rodrigo Roncato Pereira 22



O Papel da Variacdo do Nimero de Cépias Gendomicas no Fenétipo Clinico de Deficiéncia Intelectual em uma Coorte
Retrospectiva da Rede Piblica de Satide do Estado de Goias

Inicialmente a metodologia de cariotipagem convencional (> 550 bandas) com
bandamento GTG, detectou cariétipos normais em todos os 15 pacientes participantes (46,
XX ou 46, XY) (Figura 2). Os probandos apresentavam o fendtipo de deficiéncia
intelectual e seus pais bioldgicos apresentavam um fendtipo normal e todos foram
analisados pela mesma plataforma de CMA de alta resolucdo (CytoScan" HD Array,

Affymetrix, USA).

Al A2
.u “ B - a»
. Aw as 1 W 1T
l* A w, 1 2 3 4 5
B . % oo
f - ‘ e ” v
. % ‘f“a," b IR Tt T A I O <
teds “ e /“ \ 6 7 8 9 10 11 12
% &
:’.‘ " . : #4 nA 20 LLSY 11 ds
L 4
% s\
5' ” LR AN E F )
-
B1 s B2
h" 63 ¢ ” e
* EE oF HE §1 A
[ [
A S
! - F‘ ‘ s “ '* Y 0 a ”
- Fow - [EE 38 88 3% 88 uz Aa
‘.;&.' N ‘.!‘_’ 6 7 8 9 10 11 12
¥ o9 7 |las er  aAa A% A8 &b
‘ & &“_’ 13 14 15 16 17 18
= o a o
= %™ 2R - & % & e\?ﬁi

Figura 3: Metéafases e caridtipos convencionais com bandamento G de pacientes com
indicacao clinica de deficiéncia intelectual. Notacao cariotipica normal. As imagens Al e
A2 correspondem, respectivamente, a metidfase e ao cariétipo de um paciente do sexo

masculino (paciente 2), enquanto as imagens B1 e B2 correspondem a metafase e ao

cariétipo de uma paciente do sexo feminino (paciente 1).

O fendtipo facial de 14 dos 15 pacientes envolvidos neste estudo pode ser observado
na Figura 3. A excecdo € o paciente 5, para o qual nao hé o registro fotogrifico. Todas as
imagens, dos pacientes, incluidas neste estudo foram obtidas com o consentimento

informado dos pais.
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Figura 4: Fendtipo facial dos pacientes que apresentam defici€ncia intelectual envolvidos

neste estudo. O nimero encontrado no canto superior esquerdo de cada foto, representa o

nimero registrado do paciente.

Um total de 45 individuos tiveram seus genomas hibridizados no Affymetrix"
GeneChip® e os dados obtidos foram analisados no Affymetrix" Chromosome Analysis
Suite (ChAS) Software. A andlise detectou a presenca de 33 variacdes no nimero de cOpias
em 10 (66,7%) dos 15 pacientes, sendo 19 microduplicacdes (57,6%) e 14 microdelecdes
(42,4%). Dezessete das 33 CNVs (51,5%) foram classificadas como neutras por terem se
sobreposto, em mais de 90%, as CNVs observadas em bancos de dados de grupos controle
normais.

Outras 7 CNVs (21,2%) foram consideradas patogénicas por envolver genes que
tem relacdes importantes na formacao e/ou manutencao do sistema nervoso central, sendo
assim alteragdes de relevancia clinica evidente, ou por se sobreporem a regides conhecidas,
envolvidas em sindromes j4 descritas e que tem como uma das caracteristicas fenotipicas
algum grau de DI e por ndo serem observadas em bancos de dados gendmicos de grupos
controle.

Cinco CNVs (15,15%) foram classificadas como potencialmente patogénicas ja que
nao se sobrepuseram as regides conhecidas de sindromes descritas, ndo foram relatadas em
outros estudos, mas envolveram genes que participam de vias do neurodesenvolvimento,
independentemente de terem ou ndo sido herdadas dos pais normais.

Por fim, quatro CNVs (12,12%) foram consideradas de significado incerto ja que
ndo se sobrepuseram as regides de sindromes conhecidas e ndo envolveram genes com
alguma influéncia evidente em vias de manuten¢do do sistema nervoso central ou em

desordens neuroldgicas.
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Utilizando os filtros de analise citados em Material e Métodos, uma média de 2,2
CNVs foram observadas por paciente, variando de nenhuma a 6 CNVs em um mesmo
individuo, com tamanhos que variaram de 59.493 kpb (mosaico) a 102 kpb. A heranca das
alteracOes estruturais também foi analisada. Em 9 das 33 CNVs (27,3%) o desequilibrio
cromossdmico estrutural ndo foi observado nos pais, e portanto, ocorreu de novo, enquanto
que 24 foram herdadas de um ou de ambos os pais (72,7%).

Os principais resultados obtidos nesse estudo, como os dados das andlises das
CNVs identificadas pelo CMA, o numero de sondas presentes em cada regido
cromossdmica afetada, os principais genes envolvidos, a classificacdo e a origem das CN'Vs
e as caracteristica clinicas de cada paciente estdo listados na Tabela 2.

Resumidamente, destes 15 pacientes, 5 (casos 1, 5, 9, 10, e 16) ndo apresentaram
alteracdes gendmicas detectadas pela tecnologia do CMA de alta definicao. Ganhos no
cromossomo 1, foram observados apenas no caso 2, enquanto que perda neste cromossomo,
foi observada apenas no caso 11. CNV presente no cromossomo 2 foi observada apenas no
caso 8 e se tratou de um ganho.

No cromossomo 3 foi observada apenas uma alteracdo gendmica, que ocorreu no
caso 6. Somente um caso (3) apresentou uma microduplicagdo gendmica envolvendo o
cromossomo 7 e um caso (7) apresentou uma microdelecdo envolvendo este mesmo
Cromossomo.

Dois casos (4 e 12) apresentaram uma microdelecdo no cromossomo 8, entretanto
em regides distintas. O caso 4 apresentou as Unicas alteracdes genomicas envolvendo o
cromossomo 10 e o 12, observadas neste estudo.

O cromossomo 14, especificamente a banda 14ql1.2, esteve envolvido com
microdelecdes herdadas e de novo em 6 pacientes (2, 4, 7, 12, 14 e 15), no entanto nao
havia a presenga de genes nessa regido e de acordo com os bancos de dados de populacdes
nao afetadas esta CNV € comum. Um ganho gen6mico no cromossomo 15 (caso 7) e uma
perda genOmica neste mesmo cromossomo (caso 15), também foram registrados.

A banda cromossdmica 16p11.2 apresentou-se microduplicada em 3 pacientes (2,
4 e 12). Apenas uma CNV foi detectada no cromossomo 17 e ocorreu em mosaico, no
paciente 2. Alteragdes no cromossomo 18, também aconteceram em mosaico e foram
observadas apenas no caso 7. O paciente 11 foi o unico a apresentar uma CNV no

cromossomo 19.
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Trés casos envolveram alteracdes no cromossomo 22 (casos 2, 8 e 14). O
cromossomo X apresentou CNVs em 4 pacientes (3, 6, 7 e 15). Considerando nossos 15
probandos, nenhuma CNYV foi detectada nos cromossomos 4, 5, 6,9, 11, 13, 20,21 e Y.

Abaixo segue uma descri¢do especificando os achados em cada paciente:

Paciente 1
Este paciente ndo apresentou nenhuma CNV, detectavel pela metodologia

empregada neste estudo, em seu genoma.

Paciente 2

Este paciente apresentou 6 alteracdes no nimero de copias gendmicas. Duas
microduplica¢des de heranga maternas, ambas em 1q44, de 528 kpb e 336 kpb. Como os
genes envolvidos ndo tem relacdo aparente com vias metabdlicas do sistema nervoso
central e as alteracOes observadas sdo em regides nao reportadas pelos bancos de dados do
CytoScanHD e DGV, esta variagao foi classificada como de significado incerto.

Uma microdele¢ao de novo em 14q11.2 de 528 kpb, que de acordo com os bancos
de dados DGV e CytoScanHD, nao tem importancia clinica, ja que € comum em populacdes
ndo afetadas, por isso e por ndo haver genes envolvidos nessa regido, esta varia¢do foi
classificada como neutra.

Uma microduplicagdo de heranca paterna em 16p11.2 de 267 kpb, que de acordo
com os bancos de dados DGV e CyroScanHD, nao tem importancia clinica, ja que ¢ comum
em populacdes nao afetadas. Por isso e por ser herdada do pai que apresenta um fendtipo
normal, esta variacao foi classificada como neutra.

Uma microduplicacdo em mosaico (50% das células, de acordo com o software
ChAS) de novo em 17p11.2 de 3.677 kpb (Figura 4), que envolveu 64 genes, sendo que
muitos deles relacionados a sindromes que tem como uma das caracteristicas, a deficiéncia
intelectual, como a sindrome de Smith-Magenis, de Meckel e de Potocki-Lupski.

Uma busca pelo OMIM® Phenotype Loci mostrou que essa regido duplicada se
sobrepde ao fenotipo de déficit de atengdo e desordens de hiperatividade. De acordo com
o banco de dados DECIPHER esta regido se sobrepde a sindrome de Potocki-Lupski (ou
sindrome da microduplica¢do 17p11.2). Por este motivo, estd CNV foi classificada como
patogénica e a causa da DI observado no paciente. Nao hé casos semelhantes em bancos

de dados de populacdes ndo afetadas.
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Uma microduplicacdo de heranga paterna em 22q11.1 de 350 kpb. De acordo com
os bancos de dados DGV e CytoScanHD, essa alteracdo nao tem importancia clinica, ja
que € comum em populacdes ndo afetadas. Por isso e por ser herdado do pai que apresenta

um fen6tipo normal, esta variacao foi classificada como neutra.
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Figura 5: Imagem capturada do software ChAS (Affymetrix, USA), mostrando a
microduplicac¢do patogénica em mosaico (50%) de novo em 17p11.2 de 3.677 kpb (seta
vermelha), observada no paciente 2. Esta duplicac¢do se sobrepde a sindrome de Potocki-

Lupski de acordo com o DECIPHER (seta azul).

Paciente 3

Este paciente apresentou 2 altera¢des no nimero de cdpias gendmicas. Uma
microduplicacdo de herancga paterna em 7q31.32 de 669 kpb, que envolveu trés genes,
sendo que um tem papel importante no desenvolvimento (CADPS?2). Por este motivo, e por
ter sido herdado do pai fenotipicamente normal, esta variacdo foi classificada como
potencialmente patogénica. Nao ha casos semelhantes em bancos de dados de populacdes
ndo afetadas.

Uma microduplicagdo de heranca materna em Xp22.33 de 147 kpb. Como esta
alteracdo envolve apenas um gene (CRLF2) que nao tem relacdo aparente com vias
metabdlicas do sistema nervoso central e as alteracdes observadas sdo em regides nao
reportadas pelos bancos de dados CytoScanHD e DGV, esta variagao foi classificada como

de significado incerto.
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Paciente 4

Este paciente apresentou 5 CN'Vs. Uma microdele¢ao herdada de ambos os pais em
8pl11.22 de 139 kpb, envolvendo dois genes que ndo tem relacdo direta com vias
metabolicas do sistema nervoso central ou com fenétipos de DI. E, além disso, de acordo
com os bancos de dados DGV e CyfoScanHD, essa delecdo ndo tem importancia clinica,
j4 que é comum em populagdes nao afetadas. Por todos estes motivos, esta variacao foi
classificada como neutra.

Uma microduplica¢do de heranca materna em 10q11.21 de 157 kpb, envolvendo
um gene que ndo tem relacdo com vias metabdlicas do sistema nervoso central ou com
fenétipos de DI. Além disso, de acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD, essa
alterac@o nao tem importancia clinica, ja que € comum em populagdes nao afetadas. Desta
forma, esta variacao foi classificada como neutra.

Uma microduplicagcdo de novo em 12q13.13 de 517 kpb, envolvendo 19 genes,
sendo que um (PDEIB) esta envolvido com o neurodesenvolvimento, mas nao ha relatos
na literatura de seu envolvimento com o fené6tipo de DI. O banco de dados ISCA mostra
algumas relagdes de alteragcdes de duplicagdo nesta regido com atraso no desenvolvimento.
Por estes motivos, esta variacao foi classificada como potencialmente patogénica.

Uma microdelecdo de heranca materna em 14q11.2 de 208 kpb. De acordo com os
bancos de dados DGV e CyroScanHD, essa dele¢do ndo tem importancia clinica, ja que é
comum em populagdes nao afetadas, por isso, por nao haver genes envolvidos nessa regiao
e por ser herdada da mae que € fenotipicamente normal, esta variacdo foi classificada como
neutra.

Uma microduplica¢do de heranca paterna em 16p11.2 de 284 kpb e que envolve
trés genes que nao tem relagdo com vias metabdlicas do sistema nervoso central ou com
fenétipos de DI. Além disso, de acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa
alterac@o ndo tem importancia clinica ja que € comum em populagdes ndo afetadas. Assim,

esta variacao foi classificada como neutra.

Paciente 5
Este paciente ndo apresentou nenhuma CNV, detectdvel pela metodologia

empregada neste estudo, em seu genoma.
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Paciente 6

Este paciente apresentou 2 alteragcdes no nimero de cdpias gendmicas. Uma
microduplicacao herdada do pai em 3q12.2 de 102 kpb, e que envolveu dois genes que ndao
tem relagdo aparente com vias metabdlicas do sistema nervoso central ou com o fenétipo
do paciente. Além disso, de acordo com os bancos de dados pesquisados, essa alteracao
ndo tem importancia clinica ja que € comum em populacdes ndo afetadas. Desta forma, esta
CNV foi classificada como neutra.

Uma microdelecao de novo em Xq27.3 de 4.176 kpb (Figura 5), que envolveu 34
genes, sendo que muitos deles tem relacado com o fenétipo de DI e desordens neuroldgicas.
N3ao ha casos semelhantes em populacdes nao afetadas. Por este motivo, esta variagdo foi
classificada como patogénica. De acordo com o0 OMIM® Phenotype Loci esta é uma regifio

de susceptibilidade a dislexia.
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Figura 6: Imagem capturada do software ChAS (Affymetrix, USA), mostrando a

microdelecdo patogénica de novo em Xq27.3 de 4.176 kpb (seta), observada no paciente 6.

Paciente 7

Este paciente apresentou 6 alteracdes no nimero de cdpias gendmicas. Uma
microdelecdo de heranca materna em 7q31.1 de 386 kpb, que envolveu um gene (IMMP2L)
com papel importante em vias do desenvolvimento neuroldgico, estando relacionado a
déficit de atencdo, hiperatividade, sindrome de Tourette e autismo. De acordo com os

bancos de dados DECIPHER e ISCA, altera¢des neste gene foram observadas em pacientes
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com fendtipos de DI. Por este motivo, e apesar de ser herdado da mae nao afetada, esta
variagdo foi classificada como patogénica. Nao hé casos semelhantes em populacdes ndo
afetadas.

Uma microdele¢do de heranca materna em 14q11.2 de 308 kpb, que nao envolveu
genes. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa delecdo ndo tem
importancia clinica, ja que é comum em populacdes ndo afetadas. Por estes motivos, esta
variac¢do foi classificada como neutra.

Uma microduplicacdo de herancga paterna em 15q11.2 de 311 kpb, que envolveu 4
genes que tém relacdo com o desenvolvimento neural (TUBGCPS, CYFIPI, NIPAI e
NIPA?2). De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD, essa alteracao ocorre em
populacdes nao afetadas, além disso ela € herdada do pai que apresenta um fen6tipo normal,
mas pelo fato dos genes envolvidos apresentarem envolvimento em sindromes que
envolvem DI, esta alteracdo foi classificada como potencialmente patogénica.

Uma microdele¢do de novo em mosaico (30% das células, de acordo com o software
ChAS) em 18p11.32 de 1.233 kpb (Figura 6), que envolveu 11 genes, incluindo USP14 e
ADCYAPI que estdo relacionados as vias metabdlicas do sistema nervoso central. Nao ha
casos semelhantes em populacdes ndo afetadas e de acordo com 0 OMIM® Phenotype Loci
estd regido se sobrepde a regides que estdo associadas a sindrome da delecdo do
cromossomo 18p, onde ha o fenédtipo de DI, e a regido envolvida na DI autossdmica
recessiva em 18p11.3. Por ser uma alteracdao de novo e que envolveu genes que quando
alterados contribuem para o fenétipo do paciente, esta variacdo foi classificada como
patogénica.

Uma duplicacdo (trissomia) de novo do braco longo (q) do cromossomo 18 em
mosaico (40% das células, de acordo com o software ChAS) de 59.405 kpb (Figura 6),
envolvendo todos os 247 genes em 18q. Nao hd casos semelhantes em populagdes nao
afetadas. A trissomia total do cromossomo 18 leva a sindrome de Edwards que tem como
caracteristica a DI. Duplica¢des em 18q também tem relacdo com o fenétipo do paciente.
Por todos estes motivos, esta variacao foi classificada como patogénica.

Uma microduplicacio de novo em Xp22.33-Xp21.23 de 25.685 kpb, que envolveu
147 genes, sendo que muitos deles quando alterados estdo diretamente envolvidos com
fenétipos de DI. Nao hé casos semelhantes em populacdes ndo afetadas. De acordo com o
OMIM® Phenotype Loci esta regido se sobrepde a regides de susceptibilidade ao autismo
e a sindrome FG que também tem relagdo com a DI. Por esses motivos, esta variagao foi

classificada como patogénica.
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Figura 7: Imagem capturada do software ChAS (Affymetrix, USA), mostrando as duas
alteracOes patogénicas em mosaico presentes no cromossomo 18 do paciente 7. A seta azul
indica a microdele¢do de novo em 18p11.32 de 1.233 kpb e a seta vermelha indica a

duplicagdo de novo de 59.405 kpb de todo o braco longo deste cromossomo.

Paciente 8

Este paciente apresentou 2 alteracdes no ndmero de copias gendmicas. Uma
microduplicacdo herdada do pai em 2pl6.1 de 291 kpb que ndo envolvendo genes
conhecidos. N@o hé casos semelhantes em populacdes ndo afetadas. Por ndo envolver genes
e por ser herdado do pai fenotipicamente normal, esta varia¢do foi classificada como
neutra.

Uma microduplicacdo de herancga paterna em 22q11.23 de 164 kpb, que envolveu
dois genes que nao tem qualquer relagdo com o vias metabodlicas ou de desenvolvimento
do sistema nervoso central. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa
alteracdo ndo tem importancia clinica, jd que € comum em populacdes ndo afetadas. Dessa

forma, esta variacao foi classificada como neutra.

Paciente 9

Este paciente ndo apresentou nenhuma CNV, detectdvel pela metodologia

empregada neste estudo, em seu genoma.
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Paciente 10

Este paciente ndo apresentou nenhuma CNV, detectavel pela metodologia

empregada neste estudo, em seu genoma.

Paciente 11

Este paciente apresentou 2 alteragdes no ndmero de copias gendmicas. Uma delecdo
de novo em 1p31.3 de 10.887 kpb (Figura 7), envolvendo 49 genes, incluindo LRRC7,
PTGER3, AK5, NEGRI e LHXS, que estao envolvidos em vias do desenvolvimento e
funcionamento do sistema nervoso central. Nao hé casos semelhantes em popula¢des ndo
afetadas. Por estes motivos, esta variacdo foi classificada como patogénica.

Uma microdelecdo herdada de ambos os pais em 19p12 de 122 kpb, envolvendo
apenas um gene (ZNF826P) que nio estd envolvido em vias do sistema nervoso central.
De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteracdo ndo tem

importancia clinica, ja que ¢ comum em populacdes ndo afetadas. Assim, esta variagdo foi

classificada como neutra.
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Figura 8: Imagem capturada do software ChAS (Affymetrix, USA), mostrando a dele¢do

patogénica de novo observada em 1p31.3 (seta) com 10.887 kpb, no paciente 11.

Paciente 12

Este paciente apresentou 3 alteragcdes no nimero de cdpias gendmicas. Uma

microdele¢do de heranca materna em 8q24.23 de 184 kpb, que ndo envolveu nenhum gene
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conhecido. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteracao nao tem
importancia clinica, j4 que é comum em populacdes ndo afetadas. Dessa forma, esta
variac¢do foi classificada como neutra.

Uma microdele¢do de novo em 14ql1.2 de 344 kpb, que ndo envolveu genes
conhecidos. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteragao nao
tem importancia clinica, j4 que ¢ comum em popula¢cdes ndo afetadas. Por estes motivos,
esta variacdo foi classificada como neutra.

Uma microduplicagdo herdada de ambos os pais em 16pl11.2 de 306 kpb, que
envolveu trés genes que ndo tem relacdes aparentes com vias metabdlicas do sistema
nervoso central. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteragao
ndo tem importancia clinica, j4 que ¢ comum em populacdes ndo afetadas e por isso, ela

foi classificada como neutra.

Paciente 14

Este paciente apresentou 2 alteracdes no nimero de cdpias gendmicas. Uma
microdelecao de heranca materna em 14q11.2 de 144 kpb, que nao envolveu nenhum gene
conhecido. Além disso, de acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa
alteracdo ndo tem importancia clinica, j4 que € comum em populagdes ndo afetadas. Por
tudo isso, esta variagdo foi classificada como neutra.

Uma microduplicac@o de heranca materna em 22q11.23 de 338 kpb que envolveu
4 genes conhecidos, incluindo o ADRBK2 que tem um papel importante no
desenvolvimento. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteragdo
ocorre em populacdes ndo afetadas. Apesar de herdado da mae que apresenta um fendtipo
normal, envolve um gene que € altamente expresso no principal 6rgao do sistema nervoso

central, por isso esta variacao foi classificada como potencialmente patogénica.

Paciente 15

Este paciente apresentou 3 alteragdes no nimero de cdpias gendmicas. Uma
microdelecao de heranca materna em 14ql11.2 de 136 kpb, que ndo envolveu genes
conhecidos. De acordo com os bancos de dados DGV e CytoScanHD essa alteragao nao
tem importancia clinica, ja que € comum em populagdes ndo afetadas. Por tudo isso, esta
variac¢do foi classificada como neutra.

Uma microdele¢ao de heranca materna em 1523 de 136 kpb, que envolveu um

gene (THSD4) que nao participa de vias do sistema nervoso central. Nao ha casos
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semelhantes em populacdes ndo afetadas. Por estes motivos, esta variagdo foi classificada
como de significado incerto.

Uma microduplica¢do de heranca materna em Xq28 de 140 kpb, que envolveu 4
genes conhecidos, incluindo o ATP2B3 que € altamente expresso no cérebro e esta
envolvido em vias metabdlicas do sistema nervoso central. Nao ha casos semelhantes em
populacdes ndo afetadas. Por esses motivos, esta variacdo foi classificada como

potencialmente patogénica.

Paciente 16

Este paciente ndo apresentou nenhuma CNV, detectavel pela metodologia

empregada neste estudo, em seu genoma.
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Tabela 2: Caracteristicas clinicas e dados moleculares dos pacientes.

Banda Tamanho Nimero de
Paciente Caracteristicas Idade CNV Mosaico Nomenclatura do Microarray Nimero de Genes™*#* Origem Interpretagio
Cromossomica (pb) Marcadores
Clinicas™® Genes **
(Anos) (%)
Baixa Estatura,
001 Atraso Global do 10 NAE - - - - - B - - -
Desenvolvimento
Dup 1g44 528.302 600 1g44(246,174,090-246,702.392)x3 - - Materna S‘ﬁ‘i‘:;do
Dup 1q44 336.368 348 1q44(247,080,457-247,416,825)x3 - - Materna Slf:éi‘rcti@
Del 14q11.2 528.399 767 14q11.2(22,441,152-22,969,551)x1 - - de novo Neutra
Dup 16pl11.2 267.367 160 16p11.2p11.1(34,471,297-34,738,664)x3 - - Paterna Neutra
Atraso Global do
Desenvolvimento,
002 Distidrbios 12
C It tai
omportamentais COPS3, SMCRY, RAI1, SMCRS,
TOMIL2, LRRC48, ATPAF?2,
DRG2, MYO15A, ALKBHS, .
Dup 50 17p11.2 3677.02 4.151 17p11.2(16,769,800-20,446,820)x3 64 FLII, SMCRS, SHMTI. de novo Patogénica
USP32P2, CCDC144B, B9D1,
MFAP4, RNF112
Dup 22q11.1 350.130 148 22q11.1(16,888,899-17,239,029)x3 - - Paterna Neutra
Atraso Global do Dup 7931.32 669.708 785 7q31.32(122,366,542-123,036,250)x3 3 CADPS?2 Paterna P°;e’t‘°'af"fe“te
Desenvolvimento, atogenica
003 PN 18
Déficit de Significado
Coordenagio Dup Xp22.33 147.232 114 Xp22.33(1,240,318-1,387,550)x3 R - Materna Incerto
Materna
Atraso Global do Del 8pl11.22 139.854 76 8p11.22(39,247,097-39,386,952)x0 - - P Neutra
004 Desenvolvimento, 3 e Paterna
Baixa Estatura,
Multiplos Estigmas Duj 10q11.21 157.114 116 10q11.21(45,210,689-45,367,803)x3 R - Materna Neutra
p g p q q
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Potencialmente

Dup 12q13.13. 517.598 396 12q13.13q13.2(54,462,464-54,980,062)x3 19 PDEIB de novo Patogénica
Del 14q11.2 208.757 298 14q11.2(22,732,618-22,941,375)x1 - - Materna Neutra
Dup 16p11.2 284.519 172 16p11.2p11.1(34,471,297-34,755,816)x3 - - Paterna Neutra
Face Sindromica,
005 Atraso Glgbal do 9 NAE : ) : : ) _ } . .
Desenvolvimento,
Miuiltiplos Estigmas
Dup 3ql2.2 102.443 108 3q12.2(100,340,054-100,442,497)x4 R - Paterna Neutra
0 pemaimeno 12
SLITRK2, CXorfl, FMRI, -
Del Xq27.3 4.176.458 10.150 Xq27.3q28(144,580,614-148,757,072)x1 34 AFF2, IDS, TMEMISSA de novo Patogénica
Del 7q31.1 386.725 265 7q31.1(110,923,434-111,310,159)x1 1 IMMP2L Materna Patoénica
Del 14q11.2 308.999 486 14q11.2(22,635,508-22,944,507)x1 R - Materna Neutra
TUBGCPS, CYFIP1, NIPA2, Potencialmente
Dup 15q11.2 311.907 712 15q11.2(22,770,421-23,082,328)x3 4 NIPAL Paterna Patogénica
Atraso Global do &
Desenvolvimento,
P 11
7 M““‘ll\’/}:’j;ﬁ::sgm‘“’ 5 Del 30 18p11.32  1233.578 1.400 18p11.32(136,226-1,369,804)x 1 USPI4, ADCYAPI denovo  Patogénica
Andmalias
Congeénitas
Dup 40 18q 59.405.75 53.197 18q11.1923(18,608,373-78,014,123)x2-3 247 Todos os genes de 18q de novo Patogénica
PLCXD1, ASMT, NLGN4X,
147 VCX3A, STS, KALI, CLCN4, -
Dup Xp22.33 25.685.582 31.424 Xp22.33p21.3(168,546-25,887,307)x3 HCCS, FRMPD4, OFDI. de novo Patogénica

GLRA2, ASBI11, AP1S2, GRPR,
NHS, RAI2, CDKLS, PPEF1I,
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RPS6KA3, MBTPS2, SMS,
PTCHDI, EIF2S53, ARX
Dup 291.964 196 2p16.1(57,521,834-57,813,798)x3 - - Paterna Neutra
Caracteristicas
008 Sindromicas, Baixa 26 F
Estatura Dup 22q11.23 164.526 60 22q11.23q12.1(25,746,029-25,910,555)x3 i - Paterna Neutra
Miuiltiplos Estigmas,
Atraso Global do
009 Desenvolvimento, 11 F NAE - - - - - - -
Comportamento
Autista
Atraso Global do
010 Desenvolvimento, 10 F NAE - - - - - - - -
Miuiltiplos Estigmas
Desordens LRRC7, PTGER3, NEGRI
Comportamentais, Del 1p31.3 10.887.787 10.080 1p31.3p31.1(68,693,129-79,580,916)x1 49 ‘LHXS AK'5 ’ de novo Patogénica
011 Atraso Global do 8 F !
Desenvolvimento, Materna
Muiltiplos Estigmas Del 19p12 122.170 82 19p12(20,598,535-20,720,705)x0 B - e Paterna Neutra
Del 8q24.23 184.540 120 8q24.23(137,677,895-137,862,435)x1 - Materna Neutra
012 Atraso Global do 6 M Del 14q11.2 344218 580 14q11.2(22,599,355-22,943,573)x1 - de novo Neutra
Desenvolvimento
Materna
Dup 16p11.2 306.222 176 16p11.2p11.1(34,449,594-34,755,816)x4 - Neutra
e Paterna
Distiirbio de Del 14ql11.2 144.717 188 14q11.2(22,799,790-22,944,507)x1 - Materna Neutra
atividade elétrica
014 ) cerAebr'al, Face 14 M
Sindromica, Atraso Potencialmente
Global do Dup 22ql11.23 338.089 140 22q11.23q12.1(25,656,237-25,994,326)x3 ADRBK?2 Materna Patogénica
Desenvolvimento 8
Del 14q11.2 136.530 168 14q11.2(22,804,536-22,941,066)x1 - Materna Neutra
Atraso Global do Significado
015 Desenvolvimento, 8 F Del 15q23 136.017 180 15q23(71,537,904-71,673,921)x1 - Materna Incerto
Muiltiplos Estigmas
Dup Xq28 140.489 344 Xq28(152,720,466-152,860,955)x3 ATP2B3 Materna  "otenciaimente
Patogénica
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Atraso Global do
016 Desenvolvimento, 5 F NAE - - - - - - -
Miuiltiplos Estigmas

* Caracteristicas Clinicas, exceto a deficiéncia intelectual que € comum a todos os pacientes envolvidos neste estudo;
** Numero total de genes envolvidos nas alteragdes patoldgicas;
*#%* Genes relacionados ao desenvolvimento neural que foram envolvidos nas alteracdes patoldgicas;

F: Feminino; M: Masculino; Del: Delecdo; Dup: Duplicacdo; NAE: Nenhuma alteragdo encontrada; CNV: Copy Number Variation.
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5. Discussao

O CMA engloba todos os tipos de andlises do nimero de cOpias genOmicas
baseadas em arrays, assim como aCGH e SNP-arrays e oferece um rendimento médio de
diagnésticos para individuos com DI de origem desconhecida relativamente maior (10%
- 20%) do que pode render os exames de cariétipo convencional (aproximadamente 3%,
excluindo as sindromes cromossdmicas mais conhecidas), principalmente por causa de
sua alta sensibilidade em detectar microdele¢des e microduplicacdes (Sagoo et al., 2009;
Miller et al., 2010).

Neste estudo, foram realizados testes de CMA em 15 pacientes com fenétipo de
DI, revelando alteracdes no nimero de copias em 10 pacientes. Destes, foi possivel propor
uma etiologia genética para a deficiéncia intelectual em 8 (53,3% de rendimento). O
rendimento observado neste estudo é maior do que os observados em outros estudos (Fan
et al., 2007; Vermeesch et al., 2007; Regier et al., 2010; Xiang et al., 2010),
possivelmente porque o grupo de pacientes analisados aqui € relativamente menor do que
o analisado nos outros estudos, mas, ainda assim, foi suficiente para reforcar a informagao
de que o rendimento diagndstico de tecnologias de CMA para casos de DI de causa
desconhecida ¢ maior do que aquele gerado por metodologias de citogenética
convencional. Além disso, € importante frisar que o rendimento obtido aqui para a
deteccao de CNVs patoldgicas foi gerado em um estudo voltado para a pesquisa cientifica
e ndo a nivel de diagnostico.

Foi possivel observar que nenhuma alteracdo, daquelas consideradas causativas
dos fendtipos analisados, foi encontrada repetida em dois ou mais pacientes. Desta forma,
cada paciente diagnosticado apresentou uma ou mais CNVs diferentes das outras
detectadas neste estudo. Isso sugere o quao ampla e heterogénea ¢ a etiologia genética da
deficiéncia intelectual.

A frequéncia de CNVs patogénicas foi de aproximadamente 21%, enquanto que
de potencialmente patogénicas foi de cerca de 15%. Esses dois tipos de alteracdes foram
fundamentais para o diagndstico proposto para os 8 pacientes.

Nenhuma alterac@o no ndmero de cépias foi observada nos pacientes 1, 5, 9, 10
e 16. Desta forma, ndo foi possivel sugerir uma causa genética detectavel pela
tecnologia do CMA de alta resolugdo para estes casos. Entretanto, € importante dizer
que os testes de microarrayas ndo interrogam todas as partes do genoma, e um resultado

normal ndo implica que o respectivo individuo nao tenha uma alteracao genética.
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A possibilidade de testar estes individuos com tecnologias genOmicas mais
sensiveis ou especificas, como o next-generation exome sequencing, deve ser levada em
consideragdo, ja que essa abordagem poderd detectar mutacdes pontuais em genes que
possam estar ocasionando o fenétipo alterado (Lalonde er al., 2010; Ku et al., 2011;
Topper et al., 2011). Uma mutacdo pontual pode levar a uma desregulacao epigenética
que influencia a transcricdo e/ou o silenciamento de outros genes, levando a fendtipos
alterados (Graff e Mansuy, 2009; Urdinguio et al., 2009).

Estima-se que as desordens genéticas sdo a causa de cerca de 30% a 50% dos
casos de deficiéncia intelectual e os fatores ambientais explicam de 10% a 30% desses
casos (Flint e Wilkie, 1996). Desta forma, ha também, a possibilidade de a causa, para
estes cinco probandos, ndo ser genética e sim metabdlica ou adquirida devido a
circunstancias nao relatadas pela familia durante a coleta dos dados do histérico de cada
paciente, j4 que todos foram encaminhados por médicos que realizaram outras
investigacoes antes de submeté-los a uma investigacdo genética de alta resolucao.

Para os casos 8 e 12 foram detectadas a presenca de algumas CNVs gendmicas,
entretanto nenhuma delas foi classificada como patogénica ou potencialmente patogénica,
o que nos impediu de sugerir uma possivel causa genética para explicar a alteracdo
fenotipica destes pacientes.

Variantes no nimero de cépias t€m sido identificadas desde o inicio da era
genOmica. No entanto, a extensdo total da variabilidade e da plasticidade do genoma
humano ainda ndo € conhecida (Iafrate et al., 2004). Conrad et al. (2010) constataram que
uma parcela significativa do nosso genoma é composto por polimorfismos que nao
causam qualquer consequéncia fenotipica prejudicial ou incapacitante.

Além disso, outros testes de triagem médica, especialmente técnicas de imagem
radiolégica (como ultra-som e ressonancia magnética), frequentemente desvendam
resultados imprevistos ou que ndo puderam ser detectados geneticamente (Cioni et al.,
1997; Nosarti et al., 2004) .

O caso 2 apresentou seis alteracdes gendmicas, sendo trés classificadas como
neutras, duas microduplicacdes de heranga materna em 1g44 que, juntas, envolveram 10
genes nao relacionados com vias do sistema nervoso central e que foram classificadas
como de significado desconhecido e um ganho em mosaico (50% das células) patogénico
de novo em 17p11.2 que envolveu 64 genes (incluindo o RAII). Esta dltima CNV se
sobrepds (100%) a sindrome de Potocki-Lupski (MIM 610883) de acordo com o
DECIPHER.
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A sindrome de Potocki-Lupski é caracterizada por hipotonia infantil, déficit de
crescimento, anomalias cardiovasculares congénitas, apneia do sono, atraso no
desenvolvimento, deficiéncia intelectual, distirbios comportamentais significativos e
comportamento autista (Potocki et al., 2007; Treadwell-Deering et al., 2010). A
apresentacao clinica do paciente € bem consistente com as caracteristicas desta sindrome.
A alteracdo de um numero relativamente grande de genes em um intervalo considerdvel
do genoma (aproximadamente 3,7 Mb) certamente acarretou nas caracteristicas fisicas e
neuroldgicas observadas.

Ganho ou perda de material gendomico na banda cromossomica 17pll1.2,
inevitavelmente leva a um fenétipo de DI, j4 que esta mesma regido quando deletada
conduz a sindrome de Smith-Magenis (MIM 182290), que tem como caracteristicas uma
voz rouca e profunda, atraso na fala com ou sem perda auditiva associada, sinais de
neuropatia periférica, niveis varidveis de deficiéncia intelectual e problemas
neurocomportamentais (Smith ez al., 1998).

A sobreposi¢do de fenétipos que envolvem o desenvolvimento neuroldgico e que
resultam tanto na perda quanto no ganho de funcao das mesmas proteinas fortalece a ideia
de que a cognicdo e o comportamento normal dependem dos estreitos mecanismos de
controle homeostatico neuronais. Os neurdnios sdo altamente flexiveis em relagdo ao seu
grau de excitabilidade em resposta as constantes mudangas dos fatores ambientais. Em
um modelo de homeostase neuronal, tanto as mutagdes de ganho quanto as de perda
podem conduzir a um conjunto de disfun¢des neurais que dificultam a flexibilidade
sindptica, levando a func¢do prejudicada de todo o sistema (Ramocki e Zoghbi, 2008).

O paciente 3 demonstrou uma microduplicac¢do de heranga paterna em 7q31.32 de
670 kpb que envolveu trés genes, incluindo o CADPS?2 (calcium-dependent activator
protein for secretion 2). De acordo com NCBI Reference Sequences (RefSeq), este gene
codifica um membro da familia de proteinas dependentes de cédlcio (CAPS), que sdo
proteinas que se ligam ao célcio para regular a exocitose de vesiculas sindpticas e de
nucleo denso nos neurdnios e em células neuronais, sendo altamente expresso no cérebro
(Nagase et al., 2000; Cisternas et al., 2003; Speidel et al., 2003).

Sadakata et al. (2007) observaram que mutagdes neste gene podem contribuir a
susceptibilidade ao autismo e Green et al. (2010) observaram que alteracdes gendmicas
que envolvem este gene estdo associadas a distirbios que afetam as capacidades

cognitivas.
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Utilizando um modelo animal (rato), Sadakata et al. (2007) demonstraram, ainda,
que o CADPS2 € importante para a secre¢do do BDNF (brain-derived neurotrophic
factor) pelos neur6nios neocorticais e cerebelares, para que haja a diferenciacdo dos
neurdnios hipocampais e neocorticais, € para a sobrevivéncia de células de Purkinje no
cerebelo.

Mais recentemente, Hattori et al. (2012) sugeriram que mutagdes no CADPS2
podem ser a causa do baixo QI observado em alguns pacientes, afetando tanto a
inteligéncia quanto a memoria. Além disso, de acordo com os bancos de dados
DECIPHER (https://decipher.sanger.ac.uk) e ISCA (The International Standards for
Cytogenomic Arrays Consortium - https://www.iscaconsortium.org) ja foram relatados
pacientes que apresentavam DI com alteragdes gendmicas envolvendo o gene CADPS?2.
Desta forma, os resultados que nés obtivemos nos estudos por CMA, para o paciente 3,
nos indica que a super-expressdo deste gene possivelmente foi a causa do fendtipo
observado.

A microduplicacdo de novo detectada na banda cromossomica 12q13.13 de
aproximadamente 517 kpb, presente no caso 4, envolveu 19 genes, dentre eles o gene
PDEIB (phosphodiesterase 1B, calmodulin-dependent) que ainda ndo apresenta uma
associacdo relatada com a DI. Entretanto, de acordo com RefSeq, este gene codifica uma
proteina fosfodiesterase que € estimulada pelo complexo cdlcio-calmodulina. Esta
fosfodiesterase tem dupla especificidade para os segundos mensageiros, adenosina
monofosfato ciclica (cAMP) e guanosina monofosfato ciclica (¢cGMP), com uma
preferéncia para cGMP como substrato. cAMP e cGMP funcionam como reguladores de
muitos processos fisioldgicos importantes.

A sinaliza¢do de cAMP e de cGMP tém sido associada com a neuroplasticidade e
neuroprotecdo, e sua alteracdo a nivel celular, mediante influencia da codificacdo da
fosfodiesterase, tem se tornado um alvo muito estudado para o tratamento de uma ampla
gama de disturbios, incluindo neurolégicos (Bollen e Prickaerts, 2012).

Os nucleotideos ciclicos s@o vitais na sinalizacdo intracelular e para a
neuroplasticidade em todo o cérebro. Portanto, disfun¢gdes na sinalizagao podem levar a
alteracdoes relevantes no funcionamento celular e causar alteragdes fenotipicas
importantes (Cui e So, 2004; Lakics et al., 2010). Desta forma, a expressdao normal do
gene PDEIB € essencial para a sinalizacdo e para uma variedade de funcdes celulares,

estando envolvida, inclusive, na sobrevivéncia da célula neuronal (Jancic et al., 2009).
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Os bancos de dados DECIPHER e ISCA relataram alguns pacientes com
duplicagdo e delecdo na banda cromossomica 12q13.13 que apresentavam algum grau de
deficiéncia intelectual. Ainda de acordo com esses bancos de dados, dos 19 genes
envolvidos na microduplicagdo encontrada em nosso paciente, 11 foram relatados como
presentes em pacientes com DI quando super-expressos.

Sendo assim, supomos que a causa da DI do paciente 4 ocorreu principalmente
devido a super-expressao do gene PDEB. Obviamente, o envolvimento dos outros genes
também devem ter contribuido indiretamente com o fendtipo observado, ji que o
funcionamento normal do cérebro depende de uma série de processos bioldgicos que por
sua vez sdo controlados pela expressao de vérios genes que atuam direta ou indiretamente
em diversas vias metabdlicas, garantindo o funcionamento correto do organismo.

O paciente 6 apresentou uma microdelecdo patogénica de novo em Xq27.3, de
aproximadamente 4.2 Mb que envolveu 34 genes. Dentre os genes envolvidos, estdo o
SLITRK?2 (SLIT and NTRK-like family, member 2), o FMRI (fragile X mental retardation
1), o IDS (iduronate 2-sulfatase), o AFF2 (AF4/FMR?2 family, member 2), o CXorfl
(TMEM257 - transmembrane protein 257) e o TMEMI185A (transmembrane protein
185A), sendo que todos estes tém relacdo conhecida com a DI.

O gene SLITRK2 ¢ expresso predominantemente em tecidos neurais e tem
atividade de modulacao de neuritos (Aruga et al., 2003). A proteina codificada por este
gene também tém regides Carboxi-terminais que partilham homologia com receptores de
neurotrofina, e as neurotrofinas, por sua vez, atuam como fatores de sobrevivéncia e
diferenciacdo no sistema nervoso, coordenando estdgios do desenvolvimento neuronal
simpatico (Kuruvilla e al., 2004). Alteracdes gendmicas que envolvem este gene ja foram
reportadas em pacientes que apresentavam DI, de acordo com os bancos de dados
DECIPHER e ISCA.

FMRI é o gene envolvido na sindrome do X-frgil que é mais comum em homens,
mas também pode ocorrer em mulheres, e € conhecida por ser uma grave anomalia do
desenvolvimento neuroldgico e a forma hereditaria mais comum da deficiéncia cognitiva
(Loesch e Hagerman, 2012). A sindrome é causada pelo silenciamento epigenético do
gene FMRI levando a auséncia da proteina FMRP (fragile X mental retardation protein).
Apesar do grande nimero de estudos sobre esta sindrome, ainda ndo estd claro como a
auséncia da FMRP afeta a fisiologia do sistema nervoso levando a nerogenese anormal

(Beaulieu, 2013; Hagerman e Hagerman, 2013; Telias et al., 2013).
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O IDS codifica uma proteina que pertence a familia sulfatase, e estd localizada nos
lisossomos, estando envolvida na degradacdo do sulfato de heparan e sulfato de dermatan.
Uma mutagdo neste gene pode levar a atividade deficiente da enzima iduronato-2-
sulfatase que causard um acumulo de glicosaminoglicanos, acarretando na
Mucopolissacaridose do tipo IT (MPS II, também conhecida como sindrome de Hunter).
Esta desordem € caracterizada por uma série de alteracdes fenotipicas e as formas mais
graves envolvem o fenétipo da deficiéncia intelectual (Brusius-Facchin et al., 2012; Li et
al., 2012).

Outra forma de DI ligada ao X € causada pela interrup¢ao do gene AFF2 (FMR?2),
seja pela expansdo de uma repeticdo CCG, ou por sua delecao (Gecz et al., 1997; Mila et
al., 1997; Tzeng et al., 2000). Além disso, alteracdes no gene CXorfl ou TMEM257 que
¢ altamente expresso no cérebro, por neurdnios e células da glia e no gene TMEM185A
estdo estritamente relacionados a fendtipos de atraso mental (Redolfi et al., 1998;
Strelnikov ef al., 1999).

Levando em conta a delecdo de cada um destes genes podemos supor que o
fendtipo alterado da paciente 6 foi devido a haploinsuficiéncia dos genes que
sabidamente, quando genomicamente alterados, sdo causadores de DI, assim como de
outras caracteristicas especificas.

A anélise por microarray detectou cinco alteragdes gendmicas relevantes no caso
7. Uma microdelecao de heranga materna de 387 kbp em 7q31.1, envolvendo o gene
IMMP2L (IMP?2 inner mitochondrial membrane peptidase-like); uma microduplicacdo de
heranc¢a paterna de 312 kpb em 15q11.2, que envolveu os genes TUBGCPS5 (tubulin-
gamma complex-associated protein 5), CYFIPI (cytoplasmic FMRI interacting protein
1), NIPA2 (non imprinted in Prader-Willi/Angelman syndrome 2) e NIPAI (non imprinted
in Prader-Willi/Angelman syndrome 1); uma microdelecdo de 1.23 Mb de novo em
18p11.32 em mosaico (30%), envolvendo os genes USP14 (ubiquitin-specific protease
14) e ADCYAPI (adenylate cyclase-activating polypeptide 1); uma trissomia de novo em
18q em mosaico (40%), afetando todos os genes do braco longo deste cromossomo e uma
duplicagdo de 25.72 Mb de novo em Xp22.33-Xp21.3, que envolveu 147 genes.

O gene IMMP2L codifica uma proteina envolvida no processamento de
sequéncias de peptideos sinalizadores que agem direcionando proteinas mitocondriais
para as mitocOndrias. Entretanto, este gene ji foi relatado como envolvido em vias do

desenvolvimento neuroldgico, ji que alteracoes de dosagem podem acarretar na
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syndrome Gilles de la Tourette, uma complexa desordem neuropsiquidtrica (Petek et al.,
2001).

Saus et al. (2010) utilizando ensaios de MLPA, encontraram delegdes deste gene
em seu grupo controle, mas curiosamente nao em individuos com desordens
neuropsiquidtricas. Apesar disso, alteracdes de dosagens também ja foram associadas a
déficit de atencdo e a desordens de hiperatividade (Elia et al., 2010).

TUBGCP5 ¢ altamente expresso no cérebro (Nagase et al., 2001). Schenck et al.
(2001) demonstraram que a proteina codificada por CYFIPI interage com a proteina
FMRP (envolvida na sindrome do X-fragil) e com a pequena GTPase, codificada pelo
RACI, que apresenta diversas fungdes bioldgicas, estando, inclusive, implicada no
desenvolvimento e na manutencdo de estruturas neuronais (Kobayashi er al., 1998;
Napoli et al., 2008).

De acordo com o RefSeq, os genes NIPAI e NIPA2 codificam proteinas
transportadoras de magnésio que se associam a endossomas e a superficie de células
neuronais e epiteliais e desempenham um papel importante no desenvolvimento e
manutencdo do sistema nervoso. Estes genes estdo localizados adjacentes ao dominio
impresso na regiao deletada nas sindromes de Prader-Willi e Angelman no cromossomo
15 (Chai et al., 2003).

O gene USPI4 codifica uma enzima de deubiquitinagdo. Lee et al. (2010)
mostraram que a inibi¢ao da fun¢do da proteina codificada por este gene estd implicada
em doencgas neurodegenerativas. J4 Wilson et al. (2002), utilizando um modelo animal
(camundongo), observaram que alteracdes da dosagem desse gene levaram a defeitos na
transmissdo sindptica tanto no sistema nervoso central quanto no sistema nervoso
periférico. Estes resultados sugeriram que estas proteases de deubiquitinacdo sdo
importantes na regulacdo da atividade sindptica em mamiferos.

Segundo o RefSeq, o gene ADCYAPI codifica uma pré-proteina secretada que é
subsequentemente processada em multiplos peptideos maduros. Estes péptideos
estimulam a adenilato-ciclase e aumentam os niveis de adenosina monofosfato ciclica
(cAMP), resultando na ativagdo da transcricao de genes alvo. Os produtos deste gene sao
mediadores importantes de respostas neuroenddcrina ao stress.

Freson et al. (2004) relataram 2 pacientes que apresentavam a duplicacdo deste
gene e tinham uma série de alteragdes que incluia a deficiéncia intelectual. J4 Mercer et
al. (2004) concluiram que a proteina codificada pelo gene ADCYAPI é um importante

mediador da proliferacdo de células tronco neurais e Waschek (2002) e Dorus et al.
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(2004), mostraram que este gene tem um importante papel no desenvolvimento do
sistema nervoso.

Além do envolvimento dos genes citados nos paragrafos anteriores, este paciente
apresentou duas, relativamente, grandes CN'Vs que envolveram uma enorme quantidade
de genes em cada uma. A trissomia do brago longo do cromossomo 18 foi observada em
mosaico e por este motivo pode ter passado facilmente despercebida pela andlise por
cariotipo convencional. Entretando, estranhamente, uma duplicagdo de mais de 25 Mb no
braco curto do cromossomo X ndo foi detectada pela metodologia tradicional,
possivelmente devido a baixa qualidade das metafases obtidas durante as culturas dos
linfécitos do sangue periférico do paciente.

Esse fato refor¢a ainda mais a utilidade de tecnologias de CMA de alta resolugdo
em diagnésticos clinicos de fenotipos causados por alteragdes no nimero de copias
genOmicas, ja que determinados fatores podem influenciar no resultado e na andlise
cromossOmica por microscopia Optica, permitindo, eventualmente, que uma CNV de
tamanho maior do que 10 Mb passe despercebida pela avaliagdo.

A trissomia do braco longo do cromossomo 18 envolveu 247 genes e o tamanho
desta CNV se aproximou de 60 Mb. Por ela se apresentar em mosaico (40% das células),
o paciente possivelmente ndo desenvolveu um fen6tipo mais grave. A trissomia completa
do cromossomo 18 € conhecida por causar a sindrome de Edwards, mas trissomias
parciais deste cromossomo, especialmente no brago g, hd muito tempo vem sendo
relatadas como causadoras de fendtipos peculiares a sindrome, como a deficiéncia
cognitiva, entretanto mais suaves e sem a malformacao de 6gaos internos, 0 que aumenta
a sobrevida dos portadores (Fryns et al., 1978; Turleau et al., 1980; de Muelenaere et al.,
1981; Mewar et al., 1993; Boghosian-Sell et al., 1994; revisao de Quiroga et al., 2011).

CNVs que envolveram a delecdo parcial ou total do braco q do cromossomo 18,
em pacientes que, dentre outras caracteristicas, apresentavam deficiéncia intetelctual,
também j4 foram relatadas em estudos mais recentes (Versacci et al., 2005; Linnankivi ef
al., 2006; Turleau, 2008).

Por fim, uma grande duplicacdo em Xp22.33-Xp21.3 foi observada no paciente 7.
O envolvimento de 147 genes, também gerou um forte indicio de causalidade do fenétipo
observado. Apds uma extensa busca pelos bancos de dados DECIPHER, ISCA e NCBI
Reference Sequences (RefSeq), foi possivel detectar 24 genes que tem forte relacio direta

com a DI ou com vias do desenvolvimento neurolégico.
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Estes genes envolvidos sao: PLCXDI, ASMT, NLGN4X (codifica proteinas da
superficie celular neuronal e estd associado ao autismo, a sindrome de Asperger e a DI
ndo sindromica), VCX3A, STS, KALI (codifica uma proteina que tem fun¢do na adesao
das células neurais e migracao axonal), CLCN4 (contribui para a patogénese de desordens
neuronais), HCCS (associado a sindrome de Rett), FRMPD4 (regula a formagdo da
espinha dendritica neuronal), OFDI (sindrome de Simpson-Golabi-Behmel), GPM6B
(ligado a sindrome de Rett), GLRA2, ASB11 (expresso no sistema nervoso central),
API1S2, GRPR (regula diversas fung¢des do sistema nervoso central e tem relacdo com o
autismo), NHS (sindrome Nance-Horan), RAI2 (prejuizo cognitivo), CDKLS (sindromes
de West e Rett), PPEF (codifica uma proteina com func¢do neuro-sensorial), RPS6KA3
(sindrome de Coffin-Lowry), MBTPS2, SMS, PTCHD1, EIF2S3, ARX.

Este caso foi o que apresentou maior grau de complexidade gendmica dentre os
pacientes analisados neste estudo, ja que envolveu cinco alteracdes relevantes e inimeros
genes que sabidamente, quando alterados, causam desordens neuroldgicas. Por estes
motivos nao foi possivel detectar qual CNV, especificamente, causou fenétipo de DI no
paciente. Isoladamente, a presenga de qualquer uma destas cinco CNVs seria suficiente
para a conclusao de um diagnéstico que explicasse a causa da DI no probando. Isso
refor¢a ainda mais a ideia da enorme variabilidade que este complexo sinal neurolégico
apresenta.

O mais provavel é que a associacdo das alteracdes gendmicas tenha contribuido
para a condic@o adquirida. Desta forma, com base nos nossos resultados, concluimos que
as sub-regides analisadas contém genes importantes envolvidos em vias metabdlicas do
sistema nervosos central cuja alteragdo deva estar envolvida no fenétipo da DI

O caso 11 revelou uma microdelec¢ao patogénica de novo na regiao cromossdmica
1p31.3 que envolveu 49 genes, incluindo LRRC7 (leucine-rich repeat-containing protein
7), PTGER3 (prostaglandin E receptor 3), AKS5 (adenylate kinase 5), NEGRI (neuronal
growth regulator 1) e LHX8 (LIM homeobox gene 8).

O LRRC7 codifica uma proteina sindptica especifica do cérebro (Densina-180)
que age na adesdo especifica entre as membranas pré-sindpticas e pds-sindpticas nas
sinapses glutamatérgicas (Izawa et al., 2002; Wang et al., 2003). Carlisle et al. (2011)
demonstraram que a auséncia dessa proteina leva a perturbagcdo da organizagdo e/ou
dindmica de complexos de sinalizacdo pds-sindpticas em sinapses excitatorias, resultando
em fendtipos caracterizados por comportamentos anormais associados a desordens

mentais.
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De acordo com o RefSeq, o gene PTGER3 codifica uma proteina que é um
membro da familia de receptores acoplados a proteina G. Esta proteina forma um dos
quatro receptores identificados para a prostaglandina E2 (PGE?2). Este receptor pode ter
diversas funcdes bioldgicas, que envolvem a digestdo, o sistema nervoso, a reabsor¢ao
renal, e as atividades de contracdo uterina.

Utilizando um modelo animal (rato), Funatsu et al. (1999) observaram que o gene
NEGR] € predominantemente expresso em neurdnios piramidais no cortex cerebral e no
hipocampo. Ja no cerebelo ele € mais expresso nos dendritos das células de Purkinje,
influenciando na transmissao de sinapses.

O gene LHXS codifica uma proteina que esta envolvida no padrdo e diferenciacao
de varios tipos de tecidos, inclusive na oogénese e na diferenciacdo neuronal (Zhao et al.,
1999). Zhao et al. (2003), utilizando um modelo animal (rato), observaram que mutagdes
que deletam este gene, levam a deficiencia no desenvolvimento dos neurdnios
colinérgicos no prosencéfalo, levando a redug¢dao do nimero destes neurdnios. Também
em um modelo animal, Flandin et al. (2011) constataram que o silenciamento dos gene
LHXS8 e LHX6 resulta em defeitos interneuronais em diversas regides do cérebro.

AK5 codifica uma proteina adenilato quinase envolvida na regulacdo da
composi¢cdo do nucleotideo adenina, catalisando a fosforilagdo reversivel entre
nucleosideos trifosfatos e monofosfatos. A expressdo deste gene ocorre exclusivamente
no cérebro (van Rompay et al., 1999).

De acordo com os bancos de dados DECIPHER e ISCA, todas essas reducdes das
dosagens génicas ja foram observadas em outros pacientes que apresentavam dentre
outras caracteristicas, um fenétipo de atraso no desenvolvimento e/ou deficiéncia
intelectual, o que reforca a nossa proposta de que as alteragdes observadas nestes genes
possivelmente sao as responsaveis pela deficiéncia do paciente 11.

O paciente 14 apresentou uma microduplicacdo de 338 kpb de heranga materna
em 22q11.23 que envolveu 4 genes, dentre eles 0 ADRBK?2 (adrenergic, beta, receptor
kinase 2) que codifica uma proteina responsavel pela fosforilagcdo das formas agonistas
que se ligam a receptores beta adrenérgicos. Benovic et al. (1991) reportaram que essa
proteina € expressa predominantemente em tecidos neuronais, em ratos.

H4 poucos estudos com esse gene, descritos na literatura, € nenhum deles
envolveu mutagdes que levavam especificamente a deficiéncia intelectual, mas ja foi
relatado o seu envolvimento em desordens neuroldgicas e psiquidtricas por alterar a

neurotransmissao (Barrett ef al., 2007; Rao et al., 2009).
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Gratacos et al. (2009) trabalhando com grupos de pacientes com diagndsticos
psiquidtricos variados, demonstraram que uma variante genética comum pode conferir
suscetibilidade a fen6tipos clinicamente relacionados e muitas vezes uma alteragdo génica
que sabidamente leva a determinada desordem psiquidtrica em alguns pacientes pode
estar relacionada a outros fenétipos do desenvolvimento neurolégico em outros pacientes,
isso tudo dependendo de fatores genéticos e/ou ambientais que precisam ser melhor
elucidados.

Um exemplo é que uma fracdo significativa de individuos com DI tem sido
diagnosticados como autistas. No estudo de Bryson et al. (2008), essa propor¢ao foi de
28%. Por outro lado, uma fracdo ainda maior de individuos com autismo tém sido
descritos como apresentando algum grau de DI (Fombonne, 2003). Esta co-ocorréncia de
quadros clinicos é observada tanto nos testes que avaliam genes unicos, como 0s
sequenciamentos de alto rendimento, quanto nos estudos que detectam CNVs. H4 uma
grande variabilidade fenotipica em individuos com DI, ndo sé em niveis de QI, mas
também em relacdo a outras manifestacdes neuroldgicas e neurocomportamentais
(Mefford et al., 2012).

Desta forma, o nosso achado nos leva a sugerir o gene ADRBK2, quando alterado
no genoma, como um candidato ao desenvolvimento da deficiéncia intelectual. Estudos
futuros poderdo nos mostrar se outros pacientes com fen6tipos semelhantes ao do paciente
14 (Tabela 2) também apresentam alteragao na dosagem deste gene. O compartilhamento
dos achados em bancos de dados de CNVs gendmicas e/ou em publicagdes na literatura
nos auxiliardo na resolu¢@o de muitos casos como este.

Por fim, o paciente 15 apresentou uma pequena delecdo de heranca matena em
15923 que envolveu apenas um gene (THSD4) que até o momento nao foi relatado como
tendo qualquer influéncia no neurodesenvolvimento. Por este motivo, classificamos essa
CNV como de significado incerto. Outra alteracao presente neste paciente, também de
heran¢a materna, foi uma microduplicacdo em Xq28 que envolveu 4 genes, incluindo o
ATP2B3 (ATPase, Ca(2+)-transporting, plasma membrane, 3). Este gene codifica uma
ATPase transportadora de célcio e é predominantemente expresso no cérebro (Brown et
al., 1996).

A presenca de calcio nos neurdnios € vital para processos como a
neurotransmissao, desenvolvimento das sinapses e expressdao de genes. Interrupcdes da

homeostasia do cdlcio, nestas células, levam a desordens do desenvolvimento neurolégico
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(Zanni et al., 2012), sendo assim, mutacdes ou alteracdes de dosagem do gene ATP2B3,
podem interferir nessa homeostasia, alterando o funcionamento neuronal.

Para todos os 8 pacientes que apresentaram uma ou mais CNV(s) patogénicas ou
potencialmente patogé€nicas foram observadas alteracdes que afetaram a regulacdo
génica. Como o objetivo deste estudo foi a busca por CN'Vs que explicassem a etiologia
genética da deficiéncia intelectual, nés nos focamos em investigar os genes que
apresentavam algum envolvimento conhecido direto ou indireto com vias do
desenvolvimento neurolégico ou do sistema nervoso central ou mesmo que ja tenham
sido relatados na literatura ou em bancos de dados gendmicos, como envolvidos, quando
alterados, em pacientes portadores de DI.

Desta forma, pudemos sugerir uma etiologia para cada um destes 8 pacientes. A
confirmacdo de que determinada CNV ¢ realmente a causa do fenétipo avaliado, para
alguns dos casos, aguarda estudos confirmatdérios com outros grupos de pacientes que
apresentem caracteristicas semelhantes as dos pacientes testados neste estudo e CNVs
que envolvam os mesmos genes.

Por enquanto, os genes sugeridos devem ser formalmente considerados como
candidatos a desempenharem um papel no desenvolvimento intelectual. Isso porque todos
os genes que foram observados neste estudo e que ainda ndo foram descritos como
envolvidos na DI sdo candidatos bastante atraentes, com base nas suas fungdes especificas
no cérebro e/ou por causa de suas interacdes com genes/proteinas conhecidas, causais
desta deficiéncia. Além disso, a identificacdo de genes candidatos para DI e testes
iminentes destes genes em grandes populacdes, deverdo ajudar a determinar a sua
contribuicao agregada ao espectro mutacional dos casos de DI.

Uma grande dificuldade na interpreta¢do dos dados adquiridos pela tecnologia do
CMA, se deve especialmente aos efeitos deletérios de pequenas variagdes, como as
mutacdes monogénicas nas doencas mendelianas, que muitas vezes t€ém expressao
variavel e penetrancia incompleta (Paciorkowski e Fang, 2009).

Assim, uma CNV transmitida de um pai saudédvel para uma crianca afetada pode
ser a responsdvel pela patologia deste ultimo, e uma CNV de novo pode nao ser
necessariamente patogé€nica. Alguns pais podem apresentar penetrancia incompleta e o
fendtipo ser leve ou quase que imperceptivel podendo escapar facilmente a atengdo
durante uma avaliagd@o clinica que estd focada na condi¢do da crianca (Sharp, 2009).

O conhecimento da funcdo dos genes comprovadamente causadores da DI pode

ajudar a avaliar o poténcial patogé€nico dos novos genes candidatos recém identificados.
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Estas andlises dependem de duas areas do conhecimento: as vias fisioldgicas especificas
e a interacdo com proteinas associadas (Kaufman et al., 2010).

Se uma proteina codificada por um novo gene candidato interagir com a proteina
produzida por um gene conhecidamente relacionado com a DI, esse gene candidato torna-
se mais provavel de estar contribuindo para o fendtipo afetado. Essa probabilidade
também é aumentada quando o gene candidato opera em vias que contém um ou mais
genes associados ao fendtipo em questao.

Mais estudos envolvendo as vias metabdlicas e as proteinas ou genes relacionados,
além da continua anélise genotipo-fendtipo, deverdo melhorar a nossa compreensdo da
fisiopatologia de desordens neurocognitivas complexas, como € o caso da deficiéncia

intelectual.

6. Conclusao

- Neste estudo, todas as alteracdes gendmicas submicroscOpicas contempladas
pelo filtro estabelecido para a plataforma do CMA foram identificadas e classificadas
quanto ao grau de patogenicidade.

- Foi identificada a presenca de delecdes e/ou duplicacdes potencialmente
associadas a deficiéncia intelectual, na coorte estudada.

- Como o experimento foi realizado em trios (paciente mais pais biolégicos), foi
possivel determinar a origem parental de todas as CNVs encontradas.

- Determinamos a extensao fisica em kpb ou Mb e o nimero de genes envolvidos
em cada uma das 33 CNVs observadas neste estudo.

- A partir das anélises dos nossos achados em comparacao com dados depositados
em bancos de dados genOmicos, associamos os genes envolvidos nas CNVs com
significancia de patogenicidade com o fendtipo da deficiéncia intelectual observado nos
pacientes.

- O estudo foi relevante e inédito, ja que uma pesquisa envolvendo a tecnologia
do CMA foi utilizada pela primeira vez no estado de Goids (Brasil Central), contribuindo
para o conhecimento de genes ou regides criticas associadas com a deficiéncia intelectual,

cujo grau de heterogeneidade clinica (fenotipica) € variado.
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7. Consideracoes Finais

E de grande valia e importincia a coleta de dados de populacdes de diferentes
partes do mundo, pois sabe-se que o genoma humano pode variar entre populagdes étnicas
(Redon et al., 2006). E o Brasil, por se tratar de um pais miscigenado, tem muito a
contribuir com este tipo de informacd@o genética para varios estudos na érea.

Os testes baseados em microarrays sdao tecnologias relativamente novas e que
provavelmente continuardo a evoluir nos préximos anos. Estes testes nao oferecem
intervencoes terapéuticas ou curativas para uma disfunc@o cognitiva, mas os resultados
obtidos podem ter algum impacto sobre outras comorbidades que ndo poderiam ser
previstas por outros exames.

Encontrar um diagndstico para pessoas com DI pode ser muito importante tanto
para a familia quanto para o paciente. Em muitos casos, pode evitar o desgaste de iniciar
um tratamento ineficaz ou interrompe-lo caso j4 tenha sido iniciado. Poderiam gerar
mudancas na forma de tratamento médico, para uma terapia mais apropriada. No caso de
criangas, abre-se a possibilidade da criagdo de um novo planejamento educacional e alivia
o fato de realizar incontdveis e incomodos exames a fim de encontrar um diagndstico.

Os resultados podem ainda determinar as familias o risco de futuros filhos
nascerem com essa condicao, influenciando o planejamento familiar. Auxilia também na
reducdo de gastos desnecessdrios com novos exames e tratamentos médicos podendo
gerar mudancas significativas na assisténcia médica e talvez um dia, a tecnologia do CMA
possa ser reconhecida como uma metodologia de grande valor para a saide publica no

Brasil.
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Apéndice 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do Projeto: Investigaciao das Causas Genéticas e Genomicas do Retardo

Mental Autossomico

Pesquisador Responsavel: Dr. Aparecido Divino da Cruz

Nome (sujeito da pesquisa): ,

RG/Certidao nascimento ,

Naturalidade , Idade ,

Endereco ,

Neste ato representado por mim:
Nome dos representantes legais:

Pai ,

Naturalidade , Idade ,

Estado Civil , Profissao ,

Endereco

Mae

Naturalidade , Idade ,

Estado Civil , Profissao ,

Endereco

Esta sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado: Investigacdo das
Causas Genéticas e GenOmicas do Retardo Mental Autossémico cujos objetivos e
justificativas sdo: propor a investigacdo genética do paciente com indicagdo clinica de
retardo mental, visto que o diagndstico de um paciente com essa sindrome estabelece

uma oportunidade valiosa de fazer estudos na familia, identificando outros afetados e
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portadores, e de realizar um aconselhamento genético eficiente permitindo a prevencao
de novos casos, possibilitando assim, um tratamento especifico, diminuindo o impacto

econOmico, social e pessoal que esta sindrome acarreta.

Os critérios de inclus@o sdo: pacientes encaminhados ao Nucleo de Pesquisas
Replicon e LaGene com indicacdo clinica de retardo mental, acompanhados dos pais

bioldgicos que concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido

(TCLE).

Os critérios de exclusdo sdo: individuos maiores de 18 anos, com indicacao
clinica de retardo mental, que ndo concordarem em assinar o termo de consentimento
livre e esclarecido, ou menores, cujos pais bioldgicos ndo aceitarem a participacao do(a)
filho(a) neste estudo, ou que ndo assinarem o TCLE, ou ainda, pacientes que

apresentarem outras doengas genéticas ja diagnosticadas.

A minha participacdo no referido estudo serd no sentido de permitir a doacao
voluntdria de uma amostra de sangue de meu(minha) filho(a) bioldgico(a) para
colaborar com o diagndstico do retardo mental, juntamente com uma amostra, doada
voluntariamente, de meu sangue para comparacdo com a finalidade de determinar

causas genéticas e sua hereditariedade.

Fui alertado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar alguns beneficios,
tais como: a confirmagdo da causa do retardo mental (quando tiver uma etiologia
genética). Estou ciente ainda, que a técnica proposta ja foi realizada em outros estudos e

€ reprodutiva, evitando assim possiveis riscos.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessdrios sobre os possiveis
desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que € uma pesquisa, €
os resultados positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagdo.
Durante a coleta do sangue, vocé poderd sentir uma dor leve a moderado, em
decorréncia da aplicacdo da agulha. Podem, também, ocorrer a formacao de hematomas
que ndo sdo comuns, € caso isso ocorra, voce serd imediatamente encaminhado(a) ao

Servico Médico da Pontificia Universidade Catdlica de Goids (PUC-GO).
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Estou ciente de que a minha privacidade serd respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado, ou elemento, que possa, de qualquer forma, me identificar, serd
mantido em sigilo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do
estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de,
por desejar sair da pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho

recebendo.

O pesquisador responsdvel, envolvido com o referido projeto €é: Aparecido
Divino da Cruz, e com ele poderei manter contato pelos telefones: (62)3946-1443/3946-
1086.

E assegurada a minha assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois

da minha participacao.

Tenho sido orientado ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a
natureza e o objetivo do ja referido estudo, autorizo a participa¢ido de (nome do sujeito

da pesquisa) na

referida pesquisa, e manifesto meu livre consentimento em participar, estando

totalmente ciente de que ndo hd nenhum valor econdmico, a receber ou pagar.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participa¢do na
pesquisa, havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira, caso
ocorra algum dano decorrente da minha participagcdo no estudo, serei devidamente

indenizado, conforme determina a lei.

Goiania, de de201__.

(Assinatura do pai)

(Assinatura da mae)
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Pesquisador Dr. Aparecido Divino da Cruz
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Apéndice 2

PROTOCOLO DE ATENDIMENTO (ANAMNESE)

Numero do protocolo: CMA. .

Paciente: Sexo: ( ) Mas ( ) Fem
Data de nascimento: / / Idade Etnia,
Escolaridade:

Filiacao:

Numero protocolo: CMA. .

Mae: Idade:

Numero protocolo: CMA. .
Pai: Idade:
Endereco:

Bairro: Cep:
Cidade:

Telefones: Resid: () Celular: ()
Comercial: () Recado: ()
e-mail:

Faz uso de medicamentos?

Encaminhado pelo médico:

Instituicao:
Indicacdo:
Observagoes:

DADOS E MEDIDAS DO PACIENTE
Altura: Peso: Perimetro cefélico: Cintura:
Distancia oculares: Narina: Maos: Bragos:
Pernas: Dedos: Olhos: Orelhas:
Tipo sanguineo: RH: Implantagdo da orelha: Arcada dentdria:
Palato Pescoco: Pés: Genitdlia:
Toénus muscular: Ossos: Abdomen:
Umbigo: Palma das méos: Pigmentacido da pele:
Irritabilidade: Convulsoes: Datainicio:___/___/____ Frequéncia

Movimentos anormais: ( ) Maos ( ) Cabegca ( ) Olhos. Descricdo do movimento

Observacio:

HABITOS
Pai:
Fuma? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, hd quanto tempo?
Consome bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, hd quanto tempo?
Ja usou outras substancias? ( ) Sim ( ) Nao. Se sim, qual e h4 quanto tempo?
Trabalha? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, qual a profissdo e hd quanto tempo?

Mae:
Fuma? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, hd quanto tempo?
Se sim, fumou durante a gestacdo?
Consome bebida alcodlica? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, hd quanto tempo?
Se sim, bebeu durante a gestagdo?
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J4 usou outras substancias? ( ) Sim ( ) Ndo. Se sim, qual e ha quanto tempo?
Se sim, usou durante a gestacdo?
Trabalha? ( ) Sim ( ) Nao. Se sim, hd quanto tempo e qual profissdo?
Observagdes:

DADOS FAMILIARES
Possui Irméaos? ( ) Sim ( )Nao.
Se sim, quantos e quais idades?

Possui irmdos com alguma doenca genética conhecida ou com transtornos fisicos ou
mentais?

Possui algum parente préximo com alguma doenga genética conhecida ou com transtornos
fisicos ou mentais?

Observagdes:

() Laqueadura () Vasectomia

CONSANGUINIDADE
Irmaos do pai (Idade, Est. Civil, Filhos N e/ou A):

Irmaos da mée (Idade, Est. Civil, Filhos N e/ou A):

Casos semelhantes na familia?
Observagdes:

ANTECEDENTES GESTACIONAIS:
Duragao da gravidez?

() Febre — Periodo? () Rubéola — Periodo?
() Toxoplasmose — Periodo? () VDRL - Periodo?
() Hepatite — Periodo? ( ) HIV — Periodo?
Outras Infeccoes? Periodo?
Outras Infeccdes? Periodo?

Radiografias: ( ) Nao ( ) Tordcicas ( ) Abdominais ( ) Odontoldgicas
() Com Protecao ( ) Sem Protecdo — Periodo?
Outras exposicdes a radiacio?
() Perdas Sanguineas — Periodo?

() Medicagdes: Tipo: Motivo: Periodo:
() Medicagdes: Tipo: Motivo: Periodo:
() Medicagdes: Tipo: Motivo: Periodo:
() Anticoncepcionais: Tipo: Periodo:
() Anticonvulsivantes : Tipo: Periodo:
() Sofre de gota: Remédio: Periodo:
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Outras Informagdes:

Parto:
( ) Hospitalar ( ) Domiciliar ( )Médico ( ) Parteira
Hospital:
() Normal — Tipo de apresentacio?
() Forceps — Duragdo?
() Cesariana — Motivo?

Condicoes do RN:

Peso: Comprimento: Pc: pt:

Choro: ( ) Sim ( ) Nao Apgar ____/ _ Idade Gestacional: semanas
Succio: Cianose ( ) Perm. Matern.:

() Ictericia: Epoca: ( ) Fototerapia ( ) Exsanguineo Transfusio
Bilirrubina Maxima: (Dir) (Ind) (Tot)

Outras intercorréncias:

Momento da noticia/Quem:

Primeiro tratamento recebido no hospital:
() Nenhum () Medicagao ( )RX () Sem Informagdo
() Outros:
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Anexo 1

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA - QIAamp® DNA Mini Kit

ARMAZENAMENTO:

QIAamp® Mini Coluna Centrifugacio e tampdes podem ser armazenado 2
temperatura ambiente (15-25°C) por até 1 ano sem mostrar qualquer reducdo no
desempenho. QIAGEN Protease liofilizada pode ser armazenada a temperatura
ambiente por até 12 meses sem qualquer reducao no desempenho. Para armazenamento
maior do que 12 meses ou se temperatura ambiente constantemente exceder 25°C,
QIAGEN Protease deve ser armazenada a 2-8°C.

QIAGEN Protease reconstituida é estavel por 2 meses quando armazenada a 2-
8°C. Manter QIAGEN Protease soluc¢do estoque a temperatura ambiente por periodos
prolongados deve ser evitado. Armazenamento a -20°C prolongard sua vida, mas
repetidos congelamentos e descongelamentos devem ser evitados. Dividir a solu¢do em
aliquotas e armazenar a -20°C é recomendado.

QIAamp® DNA Mini Kits contem solu¢iio de Proteinase K pronta para uso, no
qual € dissolvida em um tampdo de armazenamento especialmente formulado. A
Proteinase K € estdvel por até 1 ano apds a entrega quando armazenada a temperatura

ambiente. Para prolongar de tempo de vida da Proteinase K, armazenamento de 2-8°C é

recomendado.

INTRODUCAO:

QIAamp® DNA Mini e QIAamp® DNA Blood Mini Kits fornece método répido
e facil para purificagdo do DNA total para uma segura PCR e Southern blotting. O DNA
total pode ser purificado através de sangue total, plasma, soro, anel leucocitario, medula
Ossea, outros fluidos, linfécitos, cultura de células, tecido e espécies forenses.

O simples procedimento da QIAamp® centrifugacio, no qual é ideal para
processamento simultaneo de multiplas amostras, produz puro DNA pronto para
amplificacdo direta em apenas 20 minutos. O procedimento QIAamp® é disponivel para

uso com sangue total fresco ou congelado e sangue que foi tratado com citrato, heparina
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ou EDTA. Separacdo de leucdcitos prévia ndo € necessaria. O DNA ¢ eluido em tampao
AE ou dagua, pronto para adicdo direta a PCR ou outra reacdo enzimadtica.
Alternativamente, pode ser armazenado a — 20°C para uso posterior. O DNA purificado
¢ livre de proteina, nucleases e outros contaminantes ou inibidores.

O tamanho do DNA purificado usando QIAamp® Kits é de até 50 kb, com
fragmentos de aproximadamente 20-30 kb predominantemente. DNA deste tamanho é
desnaturado completamente durante a ciclagem termal e pode ser amplificado com alta

eficiéncia.

PRINCIPIO E PROCEDIMENTO:

QIAamp® DNA Mini e QIAamp® DNA Blood Mini Kits sdo desenhados para
purificacdo rdpida de uma média de 6 pg de DNA total através de 200 uL de sangue
total humano, e até 50 pg de DNA através de 200 pL de anel leucocitirio. O
procedimento € disponivel para usar com sangue total tratado com citrato, heparina ou
EDTA; anel leucocitério; linfocitos; plasma; soro; e fluidos corpéreos. Amostras podem

estar frescas ou congeladas.

- Lise com QIAGEN Protease ou Proteinase K:

O QIAamp® DNA Blood Mini Kits contém QIAGEN Protease. A QIAGEN
Protease € enzima para uso com tampao lise fornecido no kit. QIAGEN Protease esta
completamente livre de atividade de DNase e RNase.

O QIAamp® DNA Mini Kit contdm proteinase K, no qual é a enzima de escolha
para tampao lise contendo SDS usado no protocolo de tecido, mas no qual a

performance € igualmente boa no protocolo de sangue e fluidos corporais.

PURIFICACAO QIAamp® Mini Coluna Centrifugacio:

O procedimento de purificacdio de DNA do QIAamp® compreende 4 passos e é
realizado usando QIAamp® mini coluna centrifugacdio em uma microcentrifuga
padronizada, em um distribuidor a vacuo, ou totalmente automatizado no QIAcube. Os

procedimentos sao desenhados para assegurar que nao tenha contaminacao cruzada de
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amostra por amostra e permite manipulacdo segura de amostras potencialmente
infecciosas.

QIAamp® mini coluna centrifugacdo cabe na maioria das microcentrifugas. No
protocolo de centrifugacdo, devido ao volume do filtrado, 2 mL de tubos de coleta
(fornecido) sdo necessdrios para dar suporte a QIAamp® mini coluna centrifugacdo

durante os passos de carregamento e lavagem.

- Absorcido da QIAamp® Membrana:

As condi¢des dos lisados tamponantes sdo ajustadas para permitir uma Gtima
ligagio do DNA a QIAamp® membrana antes da amostra ser carregada na QIAamp®
mini coluna centrifugagao.

O DNA ¢ absorvido na QIAamp® membrana silica durante um breve passo de
centrifugacdo. Condicdes de sal e pH no lisado asseguram que proteinas e outras
contaminagdes, nos quais podem inibir a PCR e outras reacOes enzimdticas downstream,

nio sejam retidas na QIAamp® membrana.

- Remocdo de contaminantes residuais:

DNA ligado a membrana é lavado em 2 passos de centrifugacdo. O uso de 2
tampdes de lavagem diferentes, tampao AWI1 e tampao AW2, melhora
significantemente a purificacio do DNA eluido. Condi¢des de lavagem asseguram

completa remog¢do de qualquer contaminante residual sem afetar o DNA de ligacdo.

- Eluicdo de Acidos Nucléicos puros:

O DNA purificado & eluido a partir da QIAamp® mini coluna centrifugacio em
uma forma concentrada do tampao AE ou dgua. Tampao de eluicio deve ser equilibrado
a temperatura ambiente (15-25°C) antes de ser aplicado a coluna. O rendimento sera
aumentado se a QIAamp® mini coluna centrifugacio for incubada com o tampdo de
eluicdo a temperatura ambiente por 5 minutos antes da centrifugacdo. O DNA gendmico
eluido € de até 50 kb de comprimento (20-30 kb) e é adequado para uso direto na PCR

ou Southern-blotting.
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Se o DNA purificado for armazenado, a eluicdo no tampao AE (10mM Tris-Cl;
0.5mM EDTA; pH 9.0) e armazenagem a -20°C € recomendado. Se pH alto ou EDTA
afetarem a sensibilidade de aplicacdes downstream, usar dgua para eluicdo. Porém,
assegure que o pH da 4dgua é de pelo menos 7.0. DNA armazenado em 4gua € sujeito a

degradacao por hidrdlise dcida.

PREPARACAO DOS REAGENTES:

- QIAGEN Protease solucao estoque (armazenar a 2-8°C ou -20°C):

Quando se utiliza o QIAamp® DNA Blood Mini Kit (50), pipetar 1,2 mL do
solvente protease dentro do frasco contendo Protease QIAGEN liofilizada, como
indicado no rétulo.

QIAGEN Protease dissolvida € estavel por até 2 meses quando armazenada a 2-
8°C. Armazenamento a -20°C € recomendado para prolongar a vida da Protease
QIAGEN, mas repetidos congelamentos e descongelamentos devem ser evitados. Por

essa razao, armazenamento de aliquotas de QIAGEN Protease é recomendado.

- Tampado AL (armazenar a temperatura ambiente, 15-25°C):

Misturar o tampao AL completamente por agitacdo antes do uso. Tampao AL é
estavel por 1 ano quando estocado a temperatura ambiente.

Nota: ndo adicionar QTAGEN Protease ou proteinase K diretamente ao tampao AL.

- Tampao AW1 (armazenar a temperatura ambiente, 15-25°C):

Tampdao AW1 € fornecido como um concentrado. Antes do uso pela primeira
vez, adicionar uma quantidade apropriada de etanol (96-100%) como indicado no
rétulo.

Tampao AW1 € estdvel por 1 ano quando armazenado fechado a temperatura

ambiente.

- Tampao AW?2 (armazenar a temperatura ambiente, 15-25°C):
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Tampao AW?2 € fornecido como um concentrado. Antes do uso pela primeira
vez, adicionar uma quantidade apropriada de etanol (96-100%) como indicado no
rétulo.

Tampao AW1 € estdvel por 1 ano quando armazenado fechado a temperatura

ambiente.

- DNA carregador:

Usar DNA carregador (ex.: poli dA, poli dT, poli dA:dT) quando a amostra tiver
poucas copias (ex.: quando < 10.000 copias estdo presentes). Para preparacdoes de DNA
a partir de particulas virais livre em fluidos ou suspensdes (exceto urina) usando o
protocolo de sangue ou fluidos corpéreos, recomenda-se a adi¢do de 1 pul. de uma
solucdo aquosa contendo 5-10 pg de DNA carregador (ex.: poli dA, poli At, poli dA:dT)
para 200 pL de tampado AL.

QUANTIDADE DE MATERIAL DE PARTIDA:

Sangue - 200 pL

Amostras pequenas devem ser ajustadas para 200 pl. com PBS antes
carregamento.

Para amostras maiores do que 200 pL, a quantidade de tampao de lise e outros
reagentes adicionados a amostras antes do carregamento deve ser aumentada

proporcionalmente.

Anel Leucocitario - 200 pL.

Preparacdo do anel leucocitério:

O anel leucocitério € a fracdo enriquecida de leucécito do sangue total. Preparar
uma frac@o de anel leucocitdrio em sangue total € simples e produz aproximadamente 5-
10 vezes mais de DNA do que um volume equivalente no sangue total. Prepare o anel
leucocitario por centrifugacao do sangue total a 2.500 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente (15-25 °C). Apds centrifugacdo, 3 diferentes fracdes sdo distinguivel: a

camada superior clara é o plasma, a camada intermedidria é o anel leucocitario
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(contendo concentrado de leucdcitos) e a camada inferior contém eritrécitos

concentrados.

MANIPULACAO DO QIAamp® MINI COLUNAS:

Devido a sensibilidade das tecnologias de amplificagdo de acidos nucléicos, as
seguintes precaugdes sdo necessdrias quando para evitar contaminacao cruzada entre as
preparacdes de amostras:

- Aplicar a amostra ou solu¢do cuidadosamente. Pipete a amostra dentro da
QIAamp® Mini Coluna sem molhar a borda da coluna.

- Mude as ponteiras entre todos os liquidos transferidos. O uso de pipeta com
barreira de aerossol é recomendado.

- Evite tocar a QIAamp® membrana com a ponteira.

- Depois de todos os passos de vortex, centrifugue brevemente o 1.5 mL tubos

microcentrifugas para remover gotas de dentro da tampa.

- Centrifugacao:

Centrifugacio do QIAamp® mini coluna é realizada & 6.000 x g (8.000 rpm).
Centrifugacio QIAamp® mini coluna a velocidade mdxima ndo afetard o DNA
produzido. Quando preparacdo DNA por anel leucocitirio ou linfécitos, velocidade
maxima de centrifugacio é recomendada para evitar entupimento.

Todos os passos de centrifugacdo devem ser realizados a temperatura ambiente

(15-25°C).

- Processamento QIAamp® Mini Colunas usando uma microcentrifuga

(protocolos de centrifugacdo):

Feche a QIAamp® mini coluna antes de colocar na microcentrifuga. Centrifugue
como descrito:

- Remova a QIAamp® mini coluna e tubo coletor da microcentrifuga. Coloque a
QIAamp® mini coluna em um novo tubo coletor. Descartar o filtrado e o tudo coletor.

Note que o filtrado pode conter residuos perigosos e deve ser disposto adequadamente.
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- Abra somente uma QIAamp® mini coluna de cada vez e tome cuidado para
evitar a formacgdo de aerossois.

- Para processamento paralelo eficiente de multiplas amostras, encher uma rack
com tubos coletores para os quais a QIAamp® mini coluna podem ser transferidos
depois centrifugacao. O tubo coletor usado contendo o filtrado pode ser descartado, e o
novo tubo coletor contendo a QIAamp® mini coluna pode ser colocado diretamente na

microcentrifuga.

PROTOCOLO - PURIFICACAO DNA DE SANGUE OU FLUIDOS
CORPOREOS (PROTOCOLO DE ROTACAO):

Este protocolo é para total purificacdo de DNA (gendmico, mitocondrial e viral)
através de sangue total, plasma, soro, anel leucocitério, linfécitos e fluidos corpdéreos

usando uma microcentrifuga.
- Importantes pontos antes de comegar:

- Todos os passos da centrifugacio sdo realizados em temperatura ambiente (15-
25°C);

- Use DNA carregador se a amostra contiver < 10.000, equivalente genoma;

- 200 pL de sangue total produz 3 — 12 pg de DNA. Preparacdes de anel

leucocitario sao recomendadas se um rendimento mais elevado é necessario.
- Antes de comecar:

- Equilibrar amostras a temperatura ambiente (15-25°C);

- Aquecer em banho-maria ou bloco de aquecimento a 56°C para uso no passo 4;

- Equilibrar tampao AE ou 4gua destilada a temperatura ambiente para eluicao
no passo 11;

- Assegurar que o tampao AW1, tampao AW?2 e QIAGEN Protease tenham sido
preparados de acordo com as instru¢des acima referentes ao preparo dos reagentes;

- Se um precipitado tiver formado no tampao AL, dissolver por incubacido a

56°C.
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* PROCEDIMENTO:

1. Pipetar 20 pL. QIAGEN Protease (ou proteinase K) no fundo de um tubo
de microcentrifuga (eppendorf) de 1,5 mL;

2. Adicionar 200 pL. de amostra ao eppendorf. Usar até 200 pL. de sangue
total, plasma, soro, anel leucocitirio, ou fluido corpéreos, ou até 5x10° linfécitos
em 200 pL de PBS;

Se o volume da amostra for menos do que 200 pl, adicionar um volume
apropriado de PBS. QIAamp® mini coluna centrifugacdo co-purifica RNA e DNA
quando ambos estdo presentes na amostra. RNA pode inibir algumas reacdes
enzimaticas downstream, mas nao PCR. Se for necessario DNA gendmico livre de
RNA, 4 pL de uma solucdo estoque de RNase A (100 mg/mL) deve ser adicionada a
amostra antes adicdo do tampao AL;

Nota: € possivel adicionar QIAGEN Protease (ou proteinase K) a amostra que ja tenha
sido colocada no eppendorf. Neste caso, € importante assegurar agitacao adequada apds

a adicdo da enzima.

3. Adicionar 200 pL de tampao AL a amostra. Misturar no vértex por 15
segundos;

Para assegurar eficiente lise, € essencial que a amostra e o tampao AL sejam
misturados completamente para produzir uma solu¢do homogénea.

Se o volume da amostra for maior que 200 plL, aumentar a quantidade de
QIAGEN Protease (ou Proteinase K) e tampao AL proporcionalmente; por exemplo,
uma amostra de 400 pL requererd 40 pL. de QIAGEN Protease (ou Proteinase K) e 400
pL de tampao AL.

Nota: ndo adicionar QIAGEN Protease ou Proteinase K diretamente ao tampao AL.

4. Incubar a 56°C por 10 minutos;
O produto DNA atinge o médximo apds a lise por 10 minutos a 56°C. Longos
tempos de incubacdes ndao tém efeito no rendimento ou na qualidade do DNA

purificado.
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5. Centrifugar brevemente o eppendorf de 1,5 mL para remover gotas de

dentro da tampa;

6. Adicionar 200 pL de etanol (96-100% ) na amostra, e misturar novamente
no vortex por 15 segundos. Depois de misturar, centrifugar brevemente o
eppendorf de 1,5 mL para remover gotas de dentro da tampa;

Se o volume da amostra € maior do que 200 pL, aumentar a quantidade de etanol

proporcionalmente; por exemplo, uma amostra de 400 pL requerera 400 pL de etanol.

7. Cuidadosamente, aplicar a mistura do passo 6 3 QIAamp® mini coluna
centrifugacio (no tubo coletor de 2 mL) sem molhar a borda. Feche a tampa, e
centrifugue 2 8.000 rpm por 1 minuto. Colocar a QIAamp® mini coluna
centrifugacio em um tubo coletor de 2 mL limpo (fornecido), e descartar o tubo
contendo o filtrado;

Feche cada coluna centrifugacdo para evitar formagdo de aerosséis durante a
centrifugacdo. Se o lisado ndo tiver passado completamente através da coluna apds a
centrifugagio, centrifugue novamente em uma velocidade mais elevada até a QIAamp®

mini coluna centrifugacio esteja vazia.

8. Cuidadosamente abra a QIAamp® mini coluna centrifugacio e adicione
500 pL de tampao AWI1 sem molhar a borda. Feche a tampa e centrifugue 8.000
rpm por 1 minuto. Coloque a QIAamp® mini coluna centrifugacio em um tubo
coletor de 2 mL limpo (fornecido), e descarte o tubo coletor contendo o filtrado;

Nao € necessario aumentar o volume de tampao AW1 se o volume da amostra

original for maior do que 200 pL.

9. Cuidadosamente abra a QIAamp® mini coluna centrifugacio e adicione
500 pL. de tampao AW2 sem molhar a borda. Feche a tampa e centrifugue a toda

velocidade 14.000 rpm por 3 minutos;
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10. Recomendado: Coloque 0 QIAamp® mini coluna centrifugacio em um
novo tubo coletor de 2 mL (nao fornecido) e descarte o tubo coletor velho contendo
o filtrado. Centrifugue a toda velocidade por 1 minuto;

Esse passo ajuda a eliminar a chance de possivel contaminagdo com tampao

AW2.

11. Colocar o QIAamp® mini coluna centrifugacio em um eppendorf de 1,5
mL (nao fornecido), e descarte o tubo coletor contendo o filtrado. Cuidadosamente
abra o QIAamp® mini coluna centrifugacio e adicione 200 pL de tampiao AE ou
agua destilada. Incubar a temperatura ambiente (15-25°C) por 1 minuto e entiao
centrifugar a 8.000 rpm por 1 minuto;

Incubacio de QIAamp® mini coluna centrifugagio carregado com tampio AE ou
dgua por 5 minutos a temperatura ambiente antes da centrifugacdo geralmente aumenta
o DNA produzido.

O segundo passo de eluicdo com mais 200 pL de tampao AE aumentard a
producdo em até 15%.

Volumes maiores do que 200 pL. ndo devem ser eluidos em um eppendorf de 1,5
mL pois a coluna centrifugacdo poderd entrar em contato com o eluato, levando a
possibilidade da formagdo de aerossoéis durante a centrifugacao.

Eluicdo com volumes menores do que 200 pL aumentam significantemente a
concentracdo final de DNA no eluato, mas reduz levemente o total de DNA produzido.
Para amostras contendo menos do que 1 pg de DNA, eluicdo em 50 pL. de tampao AE
ou 4gua é recomendada.

Para armazenamento de DNA em longo prazo, eluicdo em tampao AE e
armazendo a -20°C € recomendado, uma vez que o DNA armazenado em 4gua esta
sujeito a hidrélise acida.

Uma amostra 200uL. de sangue total humano (aproximadamente 5x10°

leucécitos/mL) tipicamente produz 6 ug de DNA 200 pL de dgua (30 ng/uL).
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Anexo 2

PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA - Illustra™ GE Healthcare

ARMAZENAMENTO:

Todos os componentes do kit devem ser armazenados a temperatura ambiente
(20-25 °C). Uma vez reconstituida, armazenar a Proteinase K a 4 °C. A proteinase K

reconstituida em dgua livre DNase € estdvel por 4 meses quando armazenada a 4 °C.

INTRODUCAO:

A Tllustra™ blood genomicPrep Mini Spin Kit é projetada para rdpida extracio e
purificacdo de DNA genO6mico de sangue total, tampdo leucocitdrio, medula dssea e
células vermelhas do sangue nucleadas. O protocolo € rdpido e tem sido designado para
minimizar rupturas, resultando em alta qualidade do DNA genomico. O kit pode
processar de 50 — 1000 uL de sangue total. O DNA gen6mico purificado produzido € de
4 — 6 ug em 200 pL de sangue total com uma razio de pureza (Aze0/A2g0) maior do que
1.7. O procedimento pode ser feito em menos de 20 minutos para produzir DNA
genOmico com uma pureza e qualidade que é compativel com a maioria das técnicas de

biologia molecular. O kit contém reagentes e colunas suficientes para 50 purificacdes.

PRINCIPIO BASICO:

O uso do Illustra blood genomicPrep Mini Spin kit envolve os seguintes passos:

- Lise das células sanguineas:

As células sanguineas sdo lisadas por um agente caotrdpico presente no tampao

de lise tipo 10, na presencga da proteinase K.

- Ligacao do DNA gendmico:
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O sal caotrépico presente no tampao de lise tipo 10 promove a ligacdo seletiva
do DNA gendmico a membrana de silica. As proteinas desnaturada sio coletadas em um
fluxo continuo.

- Lavagem:

O tampao de lise tipo 10, contendo o sal caotrdpico, remove proteinas e outros

contaminantes do DNA gendmico ligado a membrana.

- Lavagem e secagem:

O tampdo de lavagem tipo 6 contendo etanol remove o sal residual e outros

contaminantes.

- Eluigdo:

DNA gendmico € eluido em um tampao de baixa forca idnica.

PREPARO DAS SOLUCOES DE TRABALHO:

- PROTEINASE K (armazenar a 2-8°C):

Dissolver a Proteinase K liofilizada em 4gua livre de DNase. Adicionar 1,5 mL
de 4dgua livre de DNase ao frasco da Proteinase K no kit 28-9042-64 ou 3 mL a cada
frasco de Proteinase K no kit 28-9042-65. Em amostra de uso, adicionar 500 uL dgua
livre de DNase no frasco da Proteinase K. Concentracao final é de 20 mg/mL. Vortex

para dissolver. Armazenar a solucdo redissolvida a 4 °C.

- Tampao de Lavagem tipo 6 (armazenar a temperatura ambiente, 20-25°C):

Antes do uso, adicionar etanol absoluto ao frasco contendo Tampao de
Lavagem tipo 6. Adicionar 24 mL de etanol absoluto ao Tampao de Lavagem tipo 6
no kit 28-9042-64 ou 120 mL de Tampao de Lavagem tipo 6 no kit 28-9042-65.

Misturar por inversdo. Indicar no rétulo que este passo tenha sido realizado.
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Para 10 purificacdes de amostras, adicionar 6 mL de etanol absoluto ao Tampao

de lavagem tipo 6 antes do uso.

- Tampao Eluig¢ao tipo 5 (armazenar a temperatura ambiente, 20-25°C):

Aquecer a 70 °C o Tampao de Eluicdo tipo 5 antes de iniciar o passo de eluicao.

QUANTIDADE DE MATERIAL DE PARTIDA:

Sangue - 300 pLL

As amostras de sangue podem ser armazenadas a 4°C ou congeladas, mas se

estiverem congeladas, devem ser descongeladas completamente a temperatura ambiente.

PROTOCOLO DE EXTRACAO/PURIFICACAO DE DNA GENOMICO
DE 50 — 300 uL. DE SANGUE TOTAL - Illustra™ GE Healthcare:

PROCEDIMENTO:

1. Pipetar 20 pL. de PROTEINASE K no fundo de um tubo de

microcentrifuga (eppendorf) de 1,5 mL;

2. Adicionar até 300 pL de sangue total ao eppendorf (ideal 200 uL);

Este protocolo € adequado para 50 — 300 uL de sangue total, tampao leucocitario
e células da medula 6ssea. A performance 6tima € obtida com 200 uL de sangue total.
Quando o volume for menos do que 200 pL, fazer o volume da amostra ficar até 200 uL

com PBS.

3. Adicionar 400 pl. de Tampao de Lise tipo 10 ao tubo com amostra.

Misturar bem no vortex por 15 segundos;

Para assegurar eficiente lise, € essencial que a amostra e o tampao AL sejam

misturados completamente para produzir uma solu¢ao homogénea.

Tese de Doutorado Rodrigo Roncato Pereira 95



O Papel da Variacio do Nimero de Cépias Gendmicas no Fenétipo Clinico de Deficiéncia Intelectual em uma Coorte
Retrospectiva da Rede Piblica de Satide do Estado de Goias

4. Incubar a temperatura ambiente por 10 minutos com intermitentes

misturas no vortex para auxiliar a lise;

No final deste estdgio a cor da reacdo terd mudado de vermelho para marrom

€scuro.

5. Pré-aquecer o Tampao de Eluicao tipo 5 no banho-maria a 70 °C;
6. Centrifugar brevemente o eppendorf de 1,5 mL para remover gotas de

dentro da tampa;

7. Aplicar, cuidadosamente, a amostra no centro da mini coluna com um
tubo coletor fornecido, usando uma pipeta, sem molhar a borda. Feche a tampa da
coluna e centrifugar por 1 minuto a 12.000 rpm. Descartar o tubo contendo o

filtrado e colocar a mini coluna em um tubo coletor de 2 mL limpo (fornecido);

8. Cuidadosamente abra a mini coluna e adicione 500 puL. de Tampao de
Lise tipo 10 a coluna. Centrifugar por 1 minuto a 12.000 rpm. Descartar o tubo
contendo o filtrado e colocar a mini coluna em um tubo coletor de 2 mL limpo

(fornecido);

Este passo assegura a completa lise das células e desnatura qualquer residuo de

proteina.

9. Cuidadosamente abra a mini coluna e adicione 500 pL. de Tampao de
Lavagem tipo 6 a coluna. Centrifugar por 3 minutos a 12.000 rpm. Descartar o
tubo coletor contendo o filtrado. Colocar a mini coluna em outro tubo coletor (nio

fornecido) e centrifugar novamente por 1 minuto a 12.000 rpm;

Se qualquer solucdo de lavagem venha a ter contato com a coluna, re-centrifigar
por 1 minuto. A presenca de etanol no DNA gendmico eluido pode afetar muitas
aplicacdes. O DNA gendmico preso a matriz de silica estd altamente purificado e pronto

para a eluigdo.
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10. Colocar a mini coluna em um eppendorf de 1,5 mL (nao fornecido).
Cuidadosamente abra a mini coluna e adicione 200 pL. de Tampao de Eluicio tipo

5, pré-aquecido, diretamente no centro da coluna;

Pré-aquecer o Tampao de Eluicdo tipo 5 a 70 °C ante do uso. O volume atual
recuperado serd de 80 — 100 % do volume do tampdo aplicado na coluna. Mude de

ponteira entre as amostras, para reduzir a variagao de volume das amostras eluidas.

11. Incubar a coluna por 1 minuto a temperatura ambiente;
Nao incubar muito mais do que 1 minuto, para obter um DNA gendmico de boa

qualidade.

12. Centrifugar por 1 minuto a 12.000 rpm para recuperar o DNA

gendomico. Armazenar o DNA genomico purificado a — 20 °C;
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