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RESUMO

Deficiéncia intelectual (DI) é reconhecida como um transtorno do desenvolvimento
neuroldgico, caracterizado por diminuigdo significativa em ambas fungdes cognitivas e
adaptativas, originada antes dos 18 anos de idade. Estima-se que em torno de 1-3% das
criancas ao redor do mundo sdo afetadas pela DI e que no Brasil acomete
aproximadamente 0,8% da populacdo. As variacdes no nimero de copias (CNVSs) sdo
responsaveis por cerca de 15-20% dos casos de DI, que podem comprometer o
funcionamento de diversos genes. O objetivo do estudo foi avaliar a ocorréncia de CNVs,
identificadas pelo CMA com filtro de tamanho < 100 kb, que abrigassem genes
funcionalmente associados a DI em pacientes do SUS com diagndstico clinico de DI.
Durante o periodo de janeiro 2013 a dezembro de 2016, foi realizado o cariétipo por
bandeamento GTG em 325 pacientes com indicacdo clinica de DI, chegando ao
diagndstico genético em 57,2% dos pacientes, demonstrando ser uma importante
metodologia de triagem para os pacientes com DI. No entanto, 42,8% dos pacientes
apresentaram o caridtipo sem alteracdes estruturais ou numéricas. Foi realizado nestes
pacientes 0 CMA com filtro de tamanho > 100 kb, onde foi possivel elucidar o diagnéstico
genético em 29,8% dos casos, apresentando um incremento na taxa de diagnostico de
7,1%. Os casos que permaneceram sem elucidacdo, foram submetidos ao CMA com filtro
de tamanho < 100 kb, no qual foram identificadas CNVs de perda em regides que
continham os genes CNTNAP2, FGF13, MID1, MID2, SHANK3, IL1RAPL1, DMD e
PAK3. A reducdo do filtro de tamanho demonstrou um incremento na taxa de diagnostico
em 12%, ampliando o espectro de identificacdo de CNVs presentes em regides que
abrigam genes implicados a manifestacdo clinica da DI. A aplicacdo em conjunto das
metodologias cariotipo por bandeamento GTG e CMA com filtro de tamanho > 100 kb e
posteriormente filtro de tamanho < 100 kb, permitiu um aumento no diagnéstico genético
da DI e outras comorbidades, promovendo uma compreensao mais ampla dos aspectos
genéticos relacionados a essas afecgdes e possibilitando um manejo adequado das
familias. Finalmente, o acesso ao aconselhamento genético proporciona uma melhor
compreensdo das causas geneticas da DI, as implicagdes familiares da contribuigéo

genética e a chance de recorréncia.

Palavras-chave: Analise Cromossomica por Microarranjo; CNTNAP2; SHANKS;
ILIRAPL1
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ABSTRACT

Intellectual disability (ID) is characterized by significant impairment in both cognitive
and adaptive functions, originating before the age of 18 years. In addition, it is a common
phenotype sign in a cluster of heterogeneous syndromic or non-syndromic disorders,
associated with some comorbidities such as autism and congenital malformations. In the
worldwide, ID affects around 1-3% of the general population and in Brazil ID affects
approximately 0.8% of the population. The Copy number variations account for about
15-20% of children with unexplained 1D, compromising the functioning of several genes,
with more than 1,416 genes described as causative of this phenotype sign. The aim of the
study was to evaluate the occurrence of CNVs, identified by CMA with the size filter of
< 100 kb, harboring genes functionally associated with ID in patients from SUS with a
clinical diagnosis of ID referred for the genetic diagnosis. During January 2013 to
December 2016, GTG banding karyotype was performed in 325 patients with ID, achieve
the genetic diagnostic in 57.2%, demonstrating to be an important screening approach for
patients with DI. However, 42,8% of the patients showed the karyotype with no visible
numerical or structural alterations. The CMA analysis with the size filter of > 100 kb was
performed in these patients, where it was possible to elucidate the genetic diagnose in
29.8% of the patients, demonstrating 7,1 % of the increment on the diagnostic. All the
cases remained without a diagnosis were submitted to the CMA analysis with size filter
of <100 kb, where it was identified loss CNVs in regions harboring CNTNAP2, FGF13,
MID1, MID2, SHANK3, ILIRAPL1, DMD, and PAK3 genes. The reduction of the size
filter demonstrated an increase of 12% in the ratio of diagnosis, expanding the spectrum
of CNVs identification in regions which harboring genes related to the clinical
manifestation of 1D. The application of both GTG banding and CMA with the size filter
of>100 kb and later the size filter of < 100 kb allowed an increase in the genetic diagnosis
of ID and comorbidities, giving a broad understanding of the genetic aspects related to
these conditions and allowing the adequate management of families. Finally, the genetic
counseling provides a better understanding of the genetic causes of 1D, the familial

implications of the genetic contribution and the chance of recurrence.

Keywords: Chromosomal Microarray Analysis; CNTNAP2; SHANK3; ILIRAPL1
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1. INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) €é caracterizada por uma expressiva reducao nas
funcBes cognitivas e adaptativas, manifestada antes dos 18 anos de idade, se tornando
evidente durante a primeira infancia como Atraso Global no Desenvolvimento (AGD).
No entanto, o diagndstico adequado e preciso ocorre durante 0s anos escolares
(BARTNIK et al.,, 2014). A DI é mundialmente um dos principais problemas
socioeconémicos, causando amplo impacto na vida dos pacientes e suas familias
(WESTERINEN et al., 2017).

As causas genéticas sao responsaveis por cerca de 25-50% dos casos de DI, que
incluem desequilibrios cromossémicos microscopicamente visiveis, variagcdo do nimero
de copias, bem como mutacbes de ponto. Porém, a etiologia genética permanece
desconhecida em pelo menos 50% de todos os casos de DI/AGD (GIJSBERS et al., 2009;
AGHA et al., 2014).

O diagnostico da DI/AGD é desafiador devido a apresentagdo de um amplo
espectro fenotipico, sendo que pacientes com DI/AGD geralmente apresentam
anormalidades congénitas e/ou os sinais comuns aos Transtornos do Espectro Autista
(TEA) (BRETT et al, 2014). Recentemente, foi demonstrado que rearranjos
subteloméricos ou intersticiais sdo responsaveis por aproximadamente 10 a 25% dos
casos de DI. Devido a heterogeneidade de fatores causais associados a DI, sua
investigacdo diagndstica é dificultada (PRATTE-SANTOS et al., 2016).

Atualmente, sabe-se que o cari6tipo por bandeamento GTG deve ser realizado
para todo paciente com DI sem outras causas aparentes, sendo recomendado que se tenha
um nivel de resolucdo de no minimo 550 bandas capaz de detectar rearranjos
cromossdmicos maiores que 5 Mb. Entretanto, um nimero consideravel de desordens
clinicas € causado por rearranjos cromossémicos submicroscopicos, menores que 5 Mb,
que acaba resultando em um cariotipo normal em relagdo ao nimero e a estrutura visivel
dos cromossomos (VISSERS et al., 2016).

Os microarranjos genémicos tém sido extensivamente usados no estudo das
causas genéticas da DI e em desordens gendmicas que sdo consideradas consequéncia
clinica de Variacdo no Numero de Copias (CNVs) (do inglés, Copy Number Variation)
de regides especificas do genoma (VISSERS et al., 2016). A analise cromossémica
usando marcadores de Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) (do inglés, Single
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Nucleotide Polymorphism) e marcadores ndo polimdrficos tem sido comumente aplicada
como uma ferramenta robusta de diagnostico laboratorial em pacientes com DI/AGD,
TEA e anormalidades congénitas multiplas (ACM) (CHONG et al., 2014). A Analise
Cromossémica por Microarranjo (CMA) (do inglés, Chromosomal Microarray Analysis)
avalia todo o genoma humano de interesse médico em um unico chip com uma resolucao
pelo menos 10 vezes maior que o cariotipo por bandeamento GTG, sendo recomendado
como teste diagnostico de primeira escolha para pacientes com DI/AGD, TEA e/ou ACM
(MILLER et al., 2010; ZILINA et al., 2014).

Apesar do CMA ser uma técnica robusta e eficiente, com aumento na capacidade
diagnostica para os pacientes com DI/AGD de 15 a 25% (JANG et al., 2019), alguns
casos ainda permanecem sem o diagnostico molecular. Para estes pacientes, 0 uso do
filtro de tamanho < 100 kb pelo CMA é uma possibilidade para o0 aumento na capacidade
diagndstica desta metodologia. Porém, mesmo com uma alta cobertura de marcadores
pelo genoma todo e devido a chance de obtencdo de resultados falso-positivos, é
recomendado o emprego do Sequenciamento de Sanger (do inglés, Sanger Sequencing)
para validacao dos pontos de quebra das CNVs observadas com filtro de tamanho < 100
kb pelo CMA (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017; SILVA et al., 2019).

No presente estudo, realizado em pacientes encaminhados via SUS (Sistema
Unico de Satde) com diagnéstico clinico de deficiéncia intelectual, foram aplicadas as
metodologias de cari6tipo por bandeamento GTG e CMA. Apds a execucdo do CMA,
nos casos que ndo apresentaram CNVs numa analise com filtro de tamanho > 100 kb,
estes considerados negativos, foi empregue o filtro de tamanho < 100 kb e identificadas
CNVs presentes em genes importantes relacionados a DI. Para 0 mapeamento do ponto
de quebra, foi utilizado o Sequenciamento de Sanger. Dessa forma, o estudo envolveu o
uso das técnicas de cariotipo por bandeamento GTG, CMA e Sequenciamento de Sanger,
para tentar mapear os pontos de quebra de CNVs com tamanhos bem reduzidos, que em
conjunto aumentaram o incremento na taxa no diagndstico laboratorial dos pacientes com

deficiéncia intelectual.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Deficiéncia Intelectual

A natureza e a definigdo de deficiéncia intelectual tém sido debatidas desde do
inicio da classificacdo de desordens mentais. A primeira referéncia a deficiéncia
intelectual surgiu ainda na época da medicina Egipcia antiga, no Papyrus Ebers (Figura
1), um dos tratados médicos mais antigos e importantes que se conhece, mostrando o
interesse médico em relacdo a essa desordem (HARRIS; GREENSPAN, 2016).

Figura 1. Imagem de uma pégina do Papyrus Ebers, uma compilacdo de textos
médicos, formulacbes farmacéuticas e remédios caseiros para tratar as aflicdes e 0s

agravos a saude humana. O documento foi datado a cerca de 1.500 dc.

Fonte: http://www.crystalinks.com/egyptmedicine.html.

A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) (do inglés, World Health Organization
— WHO) define DI como uma desordem do desenvolvimento mental incompleto e
capacidade significativamente reduzida de compreender informacGes novas e complexas
e de aprender e aplicar novas habilidades, resultando num agravamento concreto das
fungdes cognitiva, de linguagem, motoras e de sociabilizagdo, com a adaptacdo ao
ambiente comprometida (WHO, 2017).

De acordo com Associagdo Americana de Deficiéncia Intelectual e
Desenvolvimento (AAIDD), a DI € caracterizada por limitagdes significativas em ambos
o funcionamento intelectual e o comportamento adaptativo, comprometendo varias
habilidades sociais e préaticas do dia a dia (AAIDD, 2017).

Atualmente, é amplamente aceito que a DI é reconhecida como transtorno do

desenvolvimento neurologico, caracterizada por limitagbes significativas no
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funcionamento intelectual e adaptativo, comprometendo varias habilidades sociais e
praticas diarias, originando antes dos 18 anos de idade. Outras caracteristicas importantes
que definem a DI sdo o score de QI (quociente de inteligéncia) abaixo da média
(estabelecido em 70) e o déficit em dois ou mais comportamentos adaptativos
(BERTELLI et al., 2016; PRATTE-SANTOS et al., 2016; WESTERINEN et al., 2017).
A DI pode se manifestar durante a primeira infancia como Atraso Global no
Desenvolvimento, no entanto € adequadamente diagnosticada durante os anos escolares
(BARTNIK et al., 2014).

O Atraso Global no Desenvolvimento é definido como um atraso significante
em dois ou mais dominios do desenvolvimento, incluindo habilidades motoras amplas,
linguagem/fala, cognitivo, pessoal/social, e atividades do dia a dia. O termo AGD é
aplicado para criancas menores de 5 anos, lembrando que em criangas acima de 5 anos
aplica-se o termo DI (MILANI et al., 2015; VISSERS et al., 2016).

De acordo com a quinta edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5) APA (2014), ha trés critérios que devem ser levados em
consideracdo quanto ao diagnostico clinico da DI: déficit nas habilidades mentais gerais,
significante limitacdo em uma ou mais areas do comportamento adaptativo em varios
ambientes (comunicagéo, habilidade de autoajuda, habilidades interpessoais entre outras),
e evidéncia de que essas limitacGes se tornaram aparentes na infancia e adolescéncia.
Além disso, no manual hd um especificador da gravidade da DI, conforme o
funcionamento adaptativo, em 4 niveis:

1. Leve: individuos desempenham habilidades sociais e de comunicacdo, tém prejuizo
minimo nas areas senso-motoras. Com apoio apropriado, podem viver com poucas
limitacGes na comunidade, de modo independente ou supervisionado;

2. Moderada: individuos, em sua maioria, adquirem atraso nas habilidades de
comunicacgdo durante os primeiros anos da infancia. Ha dificuldades no reconhecimento
de convencdes sociais, no entanto, com moderada supervisdo podem cuidar de si mesmos;
3. Grave: os individuos adquirem pouca ou nenhuma fala comunicativa, necessitam de
supervisdo para 0s cuidados pessoais e possuem o minimo de entendimento, conseguindo
atender e interagir com outros ou fazer algumas atividades domésticas;

4. Profunda: os individuos apresentam prejuizos significativos no funcionamento senso-
motor, com limitagdes graves quanto aos cuidados pessoais, continéncia, comunicagéo e

mobilidade.



Além da classificacdo dos niveis de gravidade, a DI pode ser classificada de
acordo com o score de QI, em que faz uma avaliagdo do conhecimento geral do individuo,
vocabulario, habilidades de resolucdo de problemas e capacidade de raciocinio (VAN
BOKHOVEN, 2011; MARIS et al., 2013). O QI médio deve ter um escore acima de 85,
sendo o QI 70-79 considerado limitrofe nas habilidades intelectuais. Conforme o Ql, a DI
pode ser classificada em: DI leve, com QI de 55-70; DI moderada, com QI de 40-55; DI
severa, com QI de 25-40; e DI profunda com QI < 25 (BARTNIK et al., 2014; HARRIS;
GREENSPAN, 2016).

O atraso no desenvolvimento global inicia-se desde a vida intrauterina e primeira
infancia, permanece como sinal fenotipico da DI ao longo da infancia e adolescéncia até
a idade adulta como resultado de doencas agudas ou progressivas que afetam o
funcionamento do cérebro, incluindo sindromes genéticas, infeccdes intrauterinas,
complicagbes ao nascimento, infecgles subsequentes, traumatismos cranianos,
afogamento, envenenamento e entre outros (WESTERINEN et al., 2017).

Ao exame fisico, a DI pode clinicamente ser agrupada em DI Sindrémica (DIS)
e DI Nao-Sindromica (DINS). Na DIS, pacientes apresentam caracteristicas dismorficas,
defeitos metabdlicos ou comorbidades adicionais a DI. Enquanto que na DINS, é
observada a presenca da DI com ou sem anormalidades neuroldgicas, fisicas e/ou
metabolicas (AGHA et al.,, 2014; TAN et al., 2016). Contudo, o limite entre a
classificacdo de DIS e DINS é geralmente arbitrario devido as caracteristicas sindrémicas
serem somente reconhecidas quando exames clinicos comparativos cuidadosos sao

realizados em varios pacientes com uma etiologia comum (VAN BOKHOVEN, 2011).

2.2 Aspectos Epidemioldgicos da Deficiéncia Intelectual

A prevaléncia da DI é altamente variavel dependendo do pais estudado, da idade
do paciente e do método de determinacéo do agravo. Nos paises de alta renda, geralmente
a prevaléncia é menor do que em paises de baixa e média renda, sendo que pode ocorrer
em qualquer classe social e cultura (KARAM et al., 2015).

Na populacdo em geral, a DI afeta aproximadamente 1-3%, com causas
genéticas e ndo genéticas bem heterogéneas, impondo uma carga emocional e financeira
acentuada as familias afetadas, ao sistema de salde e a sociedade (RAFATI et al., 2012a;
RAFATI et al., 2012b; PREIKSAITIEN¢ et al., 2016). Estudos de coortes em meta-



analise mostraram prevaléncias de DI em criancas e adolescentes entre 0,6-1,4%
(WESTERINEN et al., 2017).

Em torno de 75-90% dos casos, a DI é leve (MILANI et al., 2015), sendo 30%
mais frequente entre os homens (KAUFMAN et al., 2010). As causas genéticas da DI sdo
estimadas por volta de 25-50% (CHELLY et al., 2006), com cerca de 25-30% por
rearranjos cromossomicos e de 10-25% em virtude de pequenos rearranjos
subteloméricos ou intersticiais (PRATTE-SANTOS et al., 2016). Além disso, em torno
de 30-50% dos casos de DI sdo idiopéaticos ou ndo-sindrémicos (MILANI et al., 2015).

Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS, 2015) feita pelo IBGE (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), cerca de 6,2% da populacéo brasileira tem algum
tipo de deficiéncia, sendo estas: auditiva, visual, fisica e/ou intelectual. Em relacdo a DI,
em torno de 0,8% da populacdo possui esse sinal fenotipico. No Brasil, as mulheres
apresentaram proporcdo inferior & dos homens: 0,7% e 0,9%, respectivamente, ndo
havendo diferenca significativa entre as grandes regides (Figura 2).

09 09
0,7

013 07 I 07 I 07 I 07

0,0
Brasil Norte Nordeste Sudeste Sul  Centro-Oeste Masculino Feminino

Figura 2. Proporc¢éo de pessoas com DI no territorio nacional brasileiro, de acordo
com o IBGE. O grafico mostra a proporcao de pessoas com deficiéncia intelectual, na populagéo
total, com intervalo de confianca de 95%, segundo as grandes regides geogréaficas do Brasil e 0
Sexo.

Fonte: IBGE, 2015. Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Trabalho e Rendimento. Pesquisa Nacional
de Saude 2013.

No Brasil, 0,5% da populagéo total apresenta DI desde o nascimento, enquanto
0,3% é adquirida devido a doenca ou acidente. Essa desordem foi a Unica, dentre as
deficiéncias acima citadas, em que o percentual de pessoas que nasceu com ela foi
superior ao percentual de pessoas que a adquiriu por acidente ou como comorbidade em
funcdo de uma doenga (PNS/IBGE, 2015).

Dados do IBGE mostraram também que 54,8% da populacdo com DI possuia

nivel intenso ou muito intenso de limitacdo, ndo conseguindo realizar suas atividades
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habituais, tais como brincar, ir & escola e trabalhar. Ademais, cerca de 30% dessa
populacdo frequentam algum servico de reabilitacdo em satde (PNS/IBGE, 2015).
Karam e colaboradores (2015), em um estudo de coorte Brasileiro de uma
populacdo acompanhada prospectivamente desde o nascimento, concluiram que em torno
de 20% dos casos de DI foram resultantes de alteracbes genéticas, sendo a sindrome de
Down observada como a mais frequente das desordens cromossémicas que apresentam
DI entre os seus sinais clinicos. Além disso, foi observado naquele estudo que as
anormalidades cromossémicas foram responsaveis por aproximadamente 40% dos casos

severos de DI e 10% dos casos leves de DI.

2.3 Etiologia da Deficiéncia Intelectual

A DI é um sinal fenotipico comum em um agrupamento de desordens
heterogéneas, complexas e multifatoriais, que se apresentam de formas sindrémicas ou
ndo-sindrémicas, que prejudicam as habilidades intelectuais das pessoas acometidas
(VAN BOKHOVEN, 2011). De modo geral, a DI aparece como comorbidade
acompanhando uma condi¢éo primaria como o autismo, a sindrome de Down, a sindrome
do X-Fragil, a paralisia cerebral, entre outras (GAMSIZ et al., 2013; ASHA, 2017;
CIACCIO et al., 2017).

As causas da DI sdo bastante varidveis, podendo ser consequéncia de fatores
ambientais, genéticos e epigenéticos, sendo que a DI pode aparecer como um traco
isolado (DI ndo sindrémica) ou como uma deficiéncia associada com alteragdes fisicas e
funcionais (DI sindrémica) (MARIS et al., 2013; BERTOK et al., 2015; VISSERS et al.,
2016). Os fatores que prejudicam e interferem na maturacao e crescimento do cérebro
durante os periodos pré-natal, peri-natal e pds-natal sdo subjacentes a DI (BERTELLI et
al., 2016). Entretanto, devido a heterogeneidade clinica da DI ser reflexo da
heterogeneidade genética, em torno de 40% dos casos de DI permanecem sem um
diagnostico molecular especifico, que € crucial para o estabelecimento de risco recorrente
e para a promogdo do aconselhamento genético com as familias dos pacientes (REDIN et
al., 2014; ROSELLO et al., 2014; MICLEA et al., 2015; VISSERS et al., 2016).

Os fatores ambientais implicados com a etiologia da DI englobam: 1. Toxicidade
—abuso materno de alcool, cocaina, anfetamina e outras drogas durante a gestacéo; 2. Uso
de teratogenos; 3. Infecgbes congénitas; 4. Deficiéncias nutricionais extremas; 5.
Complicages no parto; 6. Alteragbes metabdlicas — hiperbilirrubinemia; e 7. Traumas



(KARAM et al., 2015; MILANI et al., 2015; BERTELLI et al., 2016; VISSERS et al.,
2016).

As causas genéticas da DI incluem rearranjos cromossémicos (microscopicos ou
submicroscépicos) que resultam principalmente de efeitos de doses de genes, CNVSs,
desequilibrio de genes especificos imprintados ou de regides gendmicas, disfuncdo de um
unico gene, desordens gendmicas e variagdes ligadas ao cromossomo X. Adicionalmente,
alteracdes epigenéticas devido a variacdes gendmicas que afetam genes envolvidos na
regulacao epigenémica e dissomia uniparental resultante da presenca de longos trechos
contiguos em homozigose, ocasionando homozigose cromossdémica ou segmentar,
contribuem para a etiologia da DI (ROSELLO et al., 2014; IOUROV et al., 2015;
KARAM et al., 2015; MILANI et al., 2015; BERTELLI et al., 2016; VISSERS et al.,
2016).

A presenca de Longos Trechos Contiguos em Homozigose (LCSH) (do inglés,
Long Contiguous Streches of Homozygosity), pode afetar a expressao de diversos genes
envolvidos na regulacdo epigenémica, por esses genes estarem em homozigose alélica e
poderem alterar padrbes de metilacdo de genes imprintados. A presenca de LCSH pode
ser indicativo de consanguinidade, dissomia uniparental ou mutacdo recessiva de um
unico gene (LI et al., 2006; KIRIN et al., 2010; IOURQV et al., 2015).

No banco de dados online de Heranca Mendeliana em Humanos (OMIM) (do
inglés, Online Mendelian Inheritance in Man), mais de 1.000 condi¢cbes genéticas ja
foram descritas com a DI incluida como um componente fenotipico e mais de 50
sindromes que também cursam com DI j& foram descritas em associacdo somente com o
cromossomo X (NOWAKOWSKA, 2017).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias, como analise cromossémica por
microarranjos e sequenciamento de nova geragdo, a promessa € 0 aumento da
compreensdo da etiologia da DI, com a identificacdo de genes e mecanismos que
contribuem para o desenvolvimento deste sinal fenotipico tdo evidente na fenotipagem
dos pacientes (ELLISON et al., 2013; REDIN et al., 2014).

2.3.1 Genetica e aspectos moleculares da deficiéncia intelectual
O cérebro é um 6rgdo complexo com uma grande quantidade de tipos celulares
interconectados. Durante o desenvolvimento e o funcionamento didrio do cérebro,

numerosas proteinas necessitam estarem funcionalmente ativas na quantidade, no espaco



e no tempo correto. MutacOes e rearranjos que afetam qualquer um dos genes que
codificam essas proteinas poderdo ter graves consequéncias para o desenvolvimento do
cérebro ou o seu funcionamento cognitivo (VISSERS et al., 2016).

Eventos genéticos unicos sdo responsaveis pela maioria dos casos de DI, que
variam de mutacdo de ponto em um unico gene a variagcdes no numero de copias afetando
varios genes ou mesmo um cromossomo inteiro. As formas monogénicas sao
caracterizadas por uma heterogeneidade genética extrema, com centenas de genes
implicados a DI ligada ao X e varios outros associados as formas autossémicas recessivas
ou autossomicas dominantes (REDIN et al., 2014).

Rearranjos cromossdmicos séo considerados a causa mais frequente de DI, AGD
e anomalias congénitas mdltiplas, explicando mais de 25-30% dos casos e associados
com cerca de 25% das mortes perinatais (RAFATI et al., 2012a; CAPALBO et al., 2017).
AlteracGes citogeneticamente visiveis ao microscépio sdo observadas em torno de 15%
dos casos de DI, sendo as mais frequentes a trissomia do cromossomo 21 (aneuploidia
cromossémica mais comum associada a DI), a trissomia do 13 e a trissomia do 18
(MICLEA et al., 2015). Outras alteracdes microscopicamente visiveis incluem delecdes,
duplicacdes, translocacdes e cromossomos marcadores supranumerarios. Todavia,
rearranjos cromossOmicos criticos, particularmente rearranjos subteloméricos e
intersticiais, como por exemplo delecdes e duplicacbes cromossémicas menores que 5
Mb, tém se mostrado como uma significante causa da DI, respondendo por mais de 30%
dos casos (CHELLY et al., 2006; ELLISON et al., 2013; MICLEA et al., 2015).

Frequentemente, pacientes com alteracbes cromossdémicas apresentam
caracteristicas clinicas adicionais ao sinal fenotipico da DI, como anormalidades
congénitas multiplas, alteraces dismorficas e atraso no crescimento. Além disso, ha uma
alta incidéncia de abortamentos e infertilidade em familiares desses pacientes, e
nascimentos prematuros com malformac6es maltiplas, que usualmente morrem logo ao
nascerem, elevando a taxa de mortalidade pré- e perinatal (ROSELLO et al., 2014).
Contudo, as consequéncias clinicas dos rearranjos cromossdmicos estdo geralmente
relacionadas com a localizacdo do rearranjo, a quantidade de genes envolvidos e sua
funcdo (PRATTE-SANTOS et al., 2016).

AlteragGes no cromossomo X representam 5-10% do total de casos com DI, dos
quais 30% mais homens séo afetados do que mulheres (MUTHUSAMY et al., 2017),
sendo as formas de DI ligadas ao X facilmente identificadas pelo caracteristico padrao de



heranca mendeliano (MOYSES-OLIVEIRA et al., 2015). Deficiéncia intelectual ligada
ao X é geneticamente heterogénea e fenotipicamente variavel, sendo que h& mais de 200
formas sindrémicas ou ndo sindrémicas de DI ligada ao X. Além disso, tém sido
identificadas mutacGes em mais de 100 genes ligados ao X. Contudo, nenhum dos genes
atualmente implicados explicam mais de 0,1% das DI, mas, coletivamente, eles explicam
mais de 10% da DI em homens (TAN et al., 2016; VISSERS et al., 2016; GIORGIO et
al., 2017; MUTHUSAMY et al., 2017).

Causas monogénicas ligadas ao X sdo responsaveis por mais de 10% de casos
de DI. A Sindrome do X-—Fragil (FXS) (do inglés, Fragile X Syndrome) é o defeito
monogénico mais comum (observada em 5% dos pacientes com DI), sendo a segunda
causa de DI e a primeira de DI herdada. E a causa de DI mais prevalente em homens,
considerada o primeiro tipo de DI que pode ser explicado por um defeito em um gene
especifico (MICLEA et al., 2015; CIACCIO et al., 2017). O diagnostico é baseado na
deteccdo de uma alteracdo na regido promotora do gene FMR1, localizado em Xq27.3,
sendo que 99% dos individuos com FXS tem perda de fungdo do gene FMR1, causada
pela mutacgdo caracterizada pela expansao de uma zona de repeti¢do de um trinucleotideo
(CGG) na regido 5’ ndo traduzida (tipicamente > 200 tripletes) do gene (CIACCIO et al.,
2017). Outro gene ligado ao X observado como causativo para DI é o MECP2,
originalmente implicado na Sindrome de Rett (ELLISON et al., 2013).

Em contrapartida, a prevaléncia de alteragbes nos cromossomos autossomicos
em pacientes com DI varia de 16-55%. Engquanto que DI autossémica recessiva € menos
prevalente, a estimativa da contribuicdo de mutages recessivas na DI é estimada acima
de 25%, sendo a maioria em familias consanguineas (AGHA et al., 2014; TAN et al.,
2016). Mais de 300 genes tém sido identificados em formas autossdmicas recessivas de
DI, na maioria por mapeamento de homozigose usando polimorfismo de Variante de
Nucleotideo Unico (SNV) (do inglés, Single Nucleotide Variants) (VISSERS et al.,
2016).

Em torno de 50-60% das microdelecdes e microduplicacdes intersticiais séo
identificadas em pacientes com DI e anormalidades congénitas multiplas. Metade dessas
alteracbes gendmicas esta localizada em regides comuns de sindromes de microdelecéo
e microduplicagdo em autossomos, como a Sindrome de DiGeorge (dele¢do em 22g11),
Sindrome de Prader-Willi (delecdo de origem paterna em 15g11.2), Sindrome de

Angelman (delecdo de origem materna em 15g11.2), Sindrome de William-Beuren
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(delecdo em 7qg11.23), Sindrome de Smith-Magenis (dele¢do em 17p11.2), Sindrome de
Miller-Dieker (delecdo em 17p13.3), Sindrome de Delecdo 1p36 e Sindrome de Sotos
(delecdo em 5935) (RAFATI et al., 2012a; CLASSEN et al., 2013; MILANI et al., 2015;
VISSERS et al., 2016) (Figura 3).

Rearranjos cromossomicos
microscépicos

Autossomos -

microdelecoes/microduplicacoes
Cromossomo X -
Mutacdes virios genes

Cromossomo X - Causas
monogénicas

Autossomos - mutacdes

recessivas Cromossomo X -

microdelecées/microduplicacdes

Figura 3. Causas Genéticas da DI. Gréfico representado pelos 30% dos rearranjos
cromossdmicos considerados a causa mais frequente de DI, TEA e ACM. Destes, 15% sdo por
rearranjos cromossdmicos microscépicos (azul escuro) e 85% s&o por rearranjos cromossdémicos
submicroscopicos (evidenciados pelo restante das cores).

Outro grupo de desordens do desenvolvimento neuroldgico que tem sido
observado altamente associado com DI é o TEA. Estimativas populacionais apontam que
até 75% dos pacientes com diagnostico de autismo apresentam concomitantemente a DI.
Mutagdes em um grande ndmero de genes tém sido identificadas em pacientes com TEA
e DI, incluindo mutacgdes em ILLRAPL1, SHANK2, SHANK3, NLGN3, NLGN4, GRIN2B,
TCF4, AUTS2, CNTN4, CNTNAP2, que codificam proteinas sinapticas. Alteracbes de
novo em SNV sdo encontradas em 8-20% dos pacientes com autismo e DI (VAN
BOKHOVEN, 2011; HARRIS; GREENSPAN, 2016; GRIESI-OLIVEIRA; SERTIE,
2017).

As CNVs, definidas como um intervalo gendmico que desvia do estado diploide
normal, apresentam segmentos de DNA > 50 pb (pares de base), presentes em torno de
12 a 16% do genoma humano, podendo estar associadas com doengas ou representar a
diversidade fenotipica de cada individuo. O termo desordem gendmica é considerada um

grupo de doencas genéticas causadas por rearranjos no DNA resultante de CNVs de
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ganho, perda ou por ruptura de genes no qual sua dosagem se torna critica (LEE et al.,
2007; CAPALBO et al., 2017; HAREL; LUPSKI, 2018).

As CNVs néo estdo distribuidas no genoma humano randomicamente. Porém,
elas tendem a se agrupar em regides de arquitetura gendbmica complexa ricas em
repeticbes de poucas copias (LCR) (do inglés, Low Copy Repeats) ou duplicacdes
segmentais (SD) (do inglés, Segmental Duplication). Alguns destes agrupamentos podem
estar relacionados a auséncia de genes sensiveis a dosagem, mas ha ampla evidéncia de
que a arquitetura cromossémica especifica também esteja envolvida. As CNVs benignas
geralmente sdo pequenas, intergénicas ou englobando genes que toleram uma mudanca
no ndmero de cépias, enquanto que as CNVs patogénicas sdo consideravelmente
enriquecidas por genes envolvidos no desenvolvimento e genes com restritos padrdes
evolutivos de ganhos e perdas (HASTINGS et al., 2009; HAREL; LUPSKI, 2018).

Além das CNVs com consequéncias clinicas ja bem estabelecidas e conhecidas,
CNVs recorrentes raras presentes em regides cromossdmicas especificas tém sido
implicadas a fatores de risco para doencas do desenvolvimento neuroldgico. Ademais,
muitas dessas CNVs possuem penetrancia incompleta e expressividade variavel que
podem ser influenciadas por outros fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (HAREL;
LUPSKI, 2018).

As CNVs sdo classificadas, de acordo com seu mecanismo de formacéo, em dois
grupos: CNVs recorrentes e CNVs ndo-recorrentes. As CNVs recorrentes, compartilham
pontos de quebra, contetdo gendmico e tamanho em individuos ndo relacionados,
frequentemente, surgem por um mecanismo de recombinagdo conhecido como
Recombinacdo Homdloga Nao-Alélica (NAHR) (do inglés, Nonallelic Homologous
Recombination), mediada por blocos duplicados que flanqueiam o evento de CNV. Em
contrapartida, as CNVs ndo recorrentes tém pontos de quebra que geralmente ndo
resultam de uma arquitetura genémica predisponente, possuem tamanhos Unicos e
contetdo gendmico distintos em individuos ndo relacionados, sendo que surgem por
diversos mecanismos de recombinagdo, incluindo Juncdo de Extremidades N&o
Homologas (NHEJ) (do inglés, Nonhomologous End Joining) (CAPALBO et al., 2017,
HAREL; LUPSKI, 2018). Desordens genémicas, causadas por rearranjos de perda ou de
ganho genémicos, usualmente possuem tamanho < 5Mb, abrangem varios genes e podem
ser herdadas ou esporadicas, dependendo se o rearranjo foi transmitido através da
linhagem germinativa ou se ocorreu de novo (CAPALBO et al., 2017).
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O principal mecanismo responsavel pela formacdo de CNVs é a NAHR, tanto
durante a meiose quanto a mitose, mediado por dois segmentos paralogos de DNA
repetitivo com similaridade > 90%, conhecidos como repeti¢des de poucas copias (LCR)
ou duplicacdes segmentais (SD), que flanqueiam o segmento gendmico rearranjado
(DITTWALD et al., 2013; HAREL; LUPSKI, 2018). A NAHR pode ocorrer tanto entre
cromossomos distintos, sejam eles homdlogos ou ndo, quanto entre diferentes loci do
mesmo cromossomo. Quando acontece NAHR mediada por LCRs que estdo no mesmo
sentido circundando o local da recombinacgéo, ha a formacdo de CNVs de perda ou de
ganho. Por outro lado, o rearranjo do tipo inversao pode acontecer por NAHR mediada
por LCRs que estdo em sentido invertido flanqueando o local da recombinagéo (Figura
4) (INOUE; LUPSKI, 2002; LEE et al., 2007; GU et al., 2008; KIM et al., 2008).

(1) LCR no mesmo sentido

A B C D
; - — e
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i »"\--.n
3 a- - - -—) ;
(12
a D - S~ A B C b c d
—) —) -—) -—)
Delegio Duplicacio

(2) LCR no sentido invertido

. :\-B C—D .
/
TN TN
/AN T, \_»

Figura 4. Rearranjos gendémicos resultantes de recombinac¢do homologa néo-alélica
(NAHR) mediada por LCRs. As LCRs estdo representadas pelas flechas pretas com a
orientacdo indicada pelo sentido da flecha. As linhas tracejadas referem ao evento de
recombinagdo com os resultados desse evento mostrados pelos nimeros 1 e 2. (1) NAHR entre
LCRs que estdo no mesmo sentido resultando em perdas e/ou ganhos. (2) NAHR entre LCRs no

sentido inverso resultando em inversao.
Fonte: Adaptado de LUPSKI, 1998; GU et al., 2008; HAREL; LUPSKI, 2018.
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A presenca de CNVs no genoma é uma importante fonte de variantes normais e
patogénicas. Em algumas situac6es, as CNVs podem ser neutras, em outra podem ser
cooptadas ao longo de nossa evolucao e em outras elas podem ser CNVs deletérias, sendo
um grande desafio estimar se essa variacao é benigna ou afeta o funcionamento biol6gico
vital resultando em doenca. Ha um esforgo constante na identificagdo de CNVs que nao
produzem consequéncias fenotipicas, mas que apenas fazem parte da diversidade do
genoma humano e que podem ajudar na interpretacdo de achados de CNVs tanto para o
diagnostico clinico quanto para as aplicagdes em pesquisa (NOWAKOWSKA, 2017). Da
mesma maneira, CNVs podem impactar na expressao génica indiretamente através do
efeito de posigéo, revelando mutacéo recessiva ou alterando a comunicagéo entre os alelos
por delecdo de elementos regulatorios, levando a inativacdo ou perda de funcdo do gene
(NOWAKOWSKA, 2017; HAREL; LUPSKI, 2018).

As CNVs clinicamente relevantes sédo encontradas em cerca de 15-25% de
criangas com inexplicavel DI, AGD, TEA e ACM (WECKSELBLATT; RUDD, 2015;
NOWAKOWSKA, 2017). CNVs microscépicas e submicroscopicas estdo entre as causas
genéticas mais comuns da Dl e AGD (BERTOK et al., 2015). A maioria das CNVs afetam
um grande numero de genes, podendo alterar os niveis de expressdo dos genes incluidos
nestas regides, permitindo niveis de transcricdo mais altos ou inferiores aos que podem
ser alcancados pelo controle de transcricdo de copias Unicas por genoma (HASTINGS et
al., 2009). Ganhos e perdas recorrentes sdo responsaveis por aproximadamente 20% dos
rearranjos patogénicos intracromossémicos (WECKSELBLATT; RUDD, 2015). Além
disso, interrupcéo direta de um gene por um ponto de quebra de CNV e dele¢es presentes
em regides intrénicas que podem interferir no processo de splicing, levando a inativacédo
ou perda de funcdo deste gene (HAREL; LUPSKI, 2018).

O processo de splicing, reconhecido como um eficiente e preciso processo de
reconhecimento e remocao dos introns e ligacdo dos exons adjacentes, ocorre na maioria
dos genes dos eucariotos, podendo ser do tipo constitutivo ou alternativo (CHABOT;
SHKRETA, 2016; NIK; BOWMAN, 2019). Os eventos de splicing ocorrem através de
duas reacdes bioquimicas de transesterificacdo, que sdo catalisadas por uma sofisticada
maquinaria ribonucleoprotéica, conhecida como spliceossomo, composta por 5 pequenas
ribonucleoproteinas (snRNP) (do inglés, Small Nuclear Ribonucleoproteins) (U1, U2,
U4, U5, U6) e mais de 300 proteinas diferentes (FREDERICKS et al., 2015;
GRODECKA et al., 2017; ANNA; MONIKA, 2018; GALEJ, 2018).
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O processamento do pré-mRNA acontece atraves de sitios de splice (ss), que sao
sequéncias conservadas ao redor das juncGes entre exons e introns. Os limites dessas
juncoes sdo delimitados por pequenas sequéncias consenso no sitio de splice 5° (GU) e
sitio de splice 3’ (AG), que mediam o reconhecimento pelo spliceossomo. Ademais, as
ribonucleoproteinas spliceossomais tambeém interagem com duas regides nos introns que
sdo primordiais, a sequéncia de ponto de ramificagédo (BPS) (do inglés, Branch Point
Sequence), que contém uma Adenina (A) catalitica que promove formacéo do laco, e uma
regido rica em pirimidinas (Y) que estd proxima ao 3’ss do intron (KATAOKA, 2017,
VAZ-DRAGO et al., 2017; NIK; BOWMAN, 2019; YAN et al., 2019).

A primeira reagdo de transesterificacdo, com objetivo de reconhecimento do sitio
de splicing entre a jungdo intron/exon, a 2°-OH da adenina (A) presente no BPS “ataca”
o 5’-fosfato da guanina presente no 5’ ss, resultando na formac¢do de um lago intrdnico
intermediario com ligagdo 2’,5’-fosfodiéster. Em seguida, uma segunda reacdo de
transesterificagdo ocorre onde o 3’ss ¢ “atacado” pelo grupo 3’-OH do nucleotideo do
5’ss-A, promovendo a remogéo do lago intronico e a ligagéo de exons. O reconhecimento
pelo spliceossomo das sequéncias consensus presentes em 5’ss, 3’ss ¢ BPS ¢ uma etapa
crucial para os eventos de splicing que sdo modulados por potenciadores de splicing
intrénicos (ISE) (do inglés, Intronic Splicing Enhancer) e potenciadores de splicing
ex0dnicos (ESE) (do inglés, Exonic Splicing Enhancer), além de silenciadores de splicing
intrénicos (ISS) (do inglés, Intronic Splicing Silencers) e silenciadores de splicing
exonicos (ESS) (do inglés, Exonic Splicing Silencers), que sdo reconhecidos por
auxiliarem os fatores de splicing, incluindo proteinas ricas em serina/argenina (SR) e
nRNPs (Figura 5) (SCOTTI; SWANSON, 2016; SHI 2017; GALEJ, 2018).
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Figura 5. Processamento do prée-mRNA. Representagdo esquematica dos sitios de splicing,
moduladores dos spliceossomos e reacao de transesterificacdo com remogao dos introns e ligagao
dos exons.

Fonte: Adaptado de WILL; LUHRMANN, 2011; VAZ-DRAGO et al., 2017.

Genes responsaveis pelas alteracdes no desenvolvimento tém sido identificados
presentes em regides cripticas de CNVs patogénicas (ELLISON et al., 2013). Em alguns
casos, porém, um unico gene sensivel a dosagem pode ser identificado como a causa do
sinal fenotipico da DI, como o gene RAIL na Sindrome de Potocki-Lupski, 0 CHD7 na
Sindrome CHARGE, o0 MECP2 na Sindrome Duplicacdo em Xg28, o NSD1 na Sindrome
de Sotos, 0 SHANK3 na Sindrome de Phelan-McDermid, o UBE3A na Sindrome de
Angelman dentre outros (VAN BOKHOVEN, 2011; ELLISON et al., 2013; VISSERS et
al., 2016; NOWAKOWSKA, 2017).

Em torno de 1.416 genes responsaveis pelo sinal fenotipico da DI isolado ou em
desordens associadas a DI ja foram identificados ligados ao X, autossdmicos dominantes
e autossémicos recessivos (REUTER et al., 2017). Mutagbes de novo em genes
associados a DI ocorrem entre 13-35% dos casos de DI severa (VISSERS et al., 2016).

Uma quantidade altamente varidvel de informacdes esta disponivel em
diferentes genes, podendo elucidar a probabilidade e possibilidade de causar doengas
genéticas quando mutados. Nos ultimos anos, mutagdes em varios genes que podem

resultar em DI sindrémica ou ndo sindromica tém sido identificadas e caracterizadas.
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Essas mutacOes podem ser altamente impactantes na funcgdo dos genes e tendem a afetar
importantes dominios de genes do desenvolvimento, sendo que a maioria dos genes
afetados esté localizada no cromossomo X (VELTMAN; BRUNNER, 2012; VERPELLI
etal., 2014).

Ademais, mais de 50% das proteinas relacionadas a DI que ndo sao fatores de
transcricdo ou de remodelamento de cromatina, estdo claramente presentes nos
compartimentos pré ou pés-sinapticos e estdo implicadas na funcao sinaptica devido a
regulacdo do rearranjo do citoesqueleto de actina, plasticidade sinaptica ou formacéo da
sinapse. E também, ha outros genes que codificam proteinas que regulam a integracédo do
circuito neuronal e a corregéo da rede cerebral (VERPELLI et al., 2014).

2.4 Diagnostico Genético da Deficiéncia Intelectual

Atualmente, existem varias técnicas capazes de elucidar a alteracdo
cromossémica estrutural ou numeérica e alterages gendmicas que podem estar presentes
no paciente que apresenta o sinal fenotipico da DI e AGD. Os testes usados para a
investigacdo das causas genéticas da DI e AGD incluem o Cariétipo por bandeamento
GTG, a Analise Cromossdmica por Microarranjo, Pesquisa para a Sindrome do X-Fragil,
Sequenciamento de um Unico gene ou painéis de genes. Além disso, o Sequenciamentos
do Genoma Total ou de Exoma podem fornecer uma identificacdo ampla e de alta
resolucdo das variantes genéticas, sendo uma promessa como ensaios diagndsticos
eficientes, apesar da limitacdo pelos altos precos destes exames e da producdo de uma
grande quantidade de informac&o que ainda ndo pode ser adequadamente interpretada do
ponto de visto clinico (BOWLING et al., 2017).

O caridtipo por bandeamento GTG, uma técnica simples e barata, tem sido ha
mais de 35 anos o teste padrdo para a busca de desequilibrios cromossdémicos em
pacientes com DI e AGD (MILANI et al., 2015), com uma capacidade de evidenciar
alteracdes cromossomicas em 3-5% dos casos de pacientes com DI e AGD (BARTNIK
et al., 2014). Para a realizagdo desta técnica, na presenca de um meio de cultura
especifico, os cromossomos sdo estimulados ao processo de divisdo celular,
posteriormente, corados e entdo avaliados com o auxilio de um microscépio. O cariétipo
¢ capaz de detectar alteracOes estruturais, como delecdes e duplicagbes > 5 Mb,
translocacOes, inversdes, além de aneuploidias. Contudo, um numero relevante de

afecces clinicas, incluindo a DI e AGD, ocorrem por rearranjos cromossémicos, que
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envolvem ganhos e perdas gendmicos com tamanho < 5 Mb, ndo sendo detectados por
esta metodologia (WECKSELBLATT; RUDD, 2015; VISSERS et al., 2016).

A expansao trinucleotidica CGG, com > 200 repeticOes, observada na regido
promotora do gene FMR1 é capaz de alterar a expressao deste gene e causar a Sindrome
do X—Fragil, que apresenta o sinal fenotipico da DI além de outras alteragdes fenotipicas.
Atualmente, para a determinacdo da expansao trinucleotidica CGG, a amplificagdo por
PCR da regido promotora do gene FMRL1 e posteriormente a determinacdo da quantidade
de repeticdes CGG por eletroforese capilar tem sido um método eficaz e acessivel para
0s pacientes que apresentam DI (GIGONZAC et al., 2016).

Nos ultimos anos, novas tecnologias tém sido desenvolvidas, criando e
ampliando um novo campo de investigacdo que transformou a préatica da genética clinica.
O CMA é uma técnica que esta sendo cada vez mais utilizada como teste genético para
pacientes com DI/AGD idiopaticos, TEA e ACM. Esta técnica utiliza marcadores ndo
polimérficos e marcadores polimorficos (SNP), que sdo capazes de detectar, com alta
resolucdo, perdas ou ganhos no genoma com tamanhos de 1kb a milhdes de pares de
bases, utilizando um dnico chip (MILLER et al., 2010; ZILINA et al., 2014;
WECKSELBLATT; RUDD, 2015; NOWAKOWSKA, 2017). Além disso, o0s
marcadores de SNP possibilitam a deteccdo de longos trechos continuos em homozigose
(LCSH), que pode ser indicativo de identidade por descendéncia se estiverem
amplamente distribuidos por todo o0 genoma, ou indicativo de dissomia uniparental (UPD)
se estiverem presentes em um unico cromossomo (HAREL; LUPSKI, 2018).

Para fazer a classificacdo das CNVs visualizadas pelo CMA, utiliza-se as
recomendacdes dos consensos propostos por Miller e colaboradores (2010) e Battaglia e
colaboradores (2013), e também das diretrizes do Colégio Americano de Genética Médica
(ACMG) (do inglés, American College of Medical Genetics) (KEARNEY et al., 2011) e
das diretrizes Europeias para analise citogenémica constitucional (SILVA et al., 2019).

Além disso, utiliza-se como referéncia os bancos de dados publicos que contém
informagdes sobre individuos com diferentes fendtipos clinicos. H& dois tipos de bancos
de dados: (1) os que contém informacdes de dados populacionais de individuos saudaveis,
como por exemplo o Bancos de Dados de Variantes Genémicas (DGV) (do inglés
Database of Genomic Variants); e (2) os bancos de dados que apresentam detalhes
genéticos e fenotipicos de individuos, como exemplos temos 0 OMIM, o Banco de Dados

de Imbalangos Cromossdémicos e Fenotipos em Humanos usando Recursos Ensemble
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(DECIPHER) (do inglés Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in
Humans using Ensemble Resources), o Banco de Dados da Associacdo Europeia de
Registros Citogenéticos de Aberracdes Cromossdmicas Ndo Balanceadas (ECARUCA)
(do inglés European Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome
Aberrations) e o Banco de Dados de Padrdes Internacionais para Arranjos Citogendmicos
(ISCA) (do inglés International Standards for Cytogenomic Arrays) (CAPALBO et al.,
2017).

Uma significante proporcao de individuos com DI, porém, permanece sem 0
diagndstico genético, provavelmente por apresentarem CNVs patogénicas bem menores
que a capacidade de resolucédo de todos os arrays, que podem ocorrer e afetar regides ou
genes que estdo relacionados com o sinal fenotipico da DI (WECKSELBLATT; RUDD,
2015; NOWAKOWSKA, 2017; ZAHIR et al., 2017). Portanto, o uso do filtro de tamanho
< 100 kb no CMA pode ser uma alternativa para identificagdo de CNVs muito pequenas
que abrigam genes importantes relacionados a DI. Adicionalmente, o uso do
sequenciamento de Sanger podera auxiliar no mapeamento dos pontos de quebras e no
entendimento dos mecanismos que levaram a formacdo destas CNVs. Além disso, o
Sequenciamento de Sanger é, apesar do advento das técnicas de Sequenciamento de Nova
Geracdo (NGS) (do inglés, Next Generation Sequencing), considerado o padréo-ouro para
o diagnoéstico molecular de doencas genéticas (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

A deficiéncia intelectual pode ocorrer de forma isolada ou combinada com outras
malformacdes congeénitas, caracteristicas neuroldgicas, e problemas comportamentais,
sendo caracterizada por uma condigdo fenotipicamente e geneticamente complexa, com
diagnéstico diferencial bastante desafiante, podendo em muitos casos ainda ndo ser
alcancado (VASUDEVAN; SURI, 2017).

A aplicacdo do CMA na préatica clinica tem aumentado em 15-25 % o
diagndstico das condigdes em que ha DI, AGD e TEA e epilepsia, tornando-se o espectro
de diagndstico mais completo que abrange grande variedade de fendtipos e suas
gravidades para diversas e diferentes patologias (HOWELL et al., 2013; BARTNIK et
al., 2014; JANG et al., 2019). Entretanto, dentro do universo dos pacientes com DI, nem
todos terdo o diagndstico concluido, mesmo apds a combinacdo das metodologias da
citogenética e da citogendmica, como o bandeamento GTG e o CMA, e da genética
molecular, como a PCR paraa FRAX (BRETT et al., 2014).

Apos a anélise com filtro de tamanho > 100 kb recomendado pelo fabricante e
identificacdo e classificacdo das CNVs de acordo com os consensos de Miller e
colaboradores (2010), Battaglia e colaboradores (2013) e as diretrizes do Colégio
Americano de Genética Médica (KEARNEY et al., 2011), das diretrizes Europeias para
analise citogendmica constitucional (SILVA et al., 2019), e também com os diferentes
bancos de dados, incluindo DGV, DECIPHER, CytoScan™ HD Array Database, uma
significante proporcdo de individuos com DI, porém, permanece sem o diagndstico
citogendmico, provavelmente por apresentarem CNV's bem menores, que podem ocorrer
e afetar regibes ou genes que estdo relacionados ao sinal fenotipico da DI, sendo
geralmente menores que a capacidade de resolucdo de todos os arrays
(WECKSELBLATT; RUDD, 2015; NOWAKOWSKA, 2017; ZAHIR et al., 2017).

A utilizaco do filtro de tamanho < 100 kb na técnica de CMA pode aumentar a
capacidade diagnostica, aumentando o espectro de deteccdo de CNVs muito pequenas
que estdo presentes proximos ou dentro de genes importantes que sdo responsaveis pela
manifestacdo da DI, contribuindo para elucidacdo da causa genética envolvida no
fendtipo do paciente. Porém, para identificagdo dos pontos de quebra destas CNVs é
recomendado o uso do sequenciamento de Sanger, possibilitando a obtencdo de uma
maior sensibilidade e especificidade ao ensaio (STROM et al., 2014; ZAHIR et al., 2017)
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O mapeamento dos pontos de quebra das CNVs muito pequenas, através do uso
da metodologia de sequenciamento de Sanger, ¢ uma forma de contribuir para uma
melhor compreensdo do mecanismo responsavel pela formacdo destes rearranjos e
também da genética da DI, possibilitando a elucidacdo diagnostica e o estabelecimento
de caracterizacbes e prognosticos diferenciais desse transtorno altamente complexo e
heterogéneo, além de contribuir para o fortalecimento do desenvolvimento
biotecnolodgico regional e nacional e a atencdo aos pacientes atendidos pelo SUS.

Por fim, o conhecimento dos genes envolvidos e as informac6es geradas a partir
de uma avaliacdo completa, utilizando diferentes metodologias como cariétipo, CMA e
sequenciamento, auxiliam na elucidacdo da causa da DI, podendo ser usada para
compreender a biologia e os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento
da Dl. Isto por sua vez, ajudara na conduta do melhor tratamento e contribuira na evolugédo
e no delineamento de um plano de reabilitacdo adequado. Além disso, ajudara as familias
a entenderem a condi¢do que suas criancas apresentam, permitindo que tenham acesso a
educacdo especial e ao aconselhamento genético preciso com informacg6es sobre chances

de recorréncia.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a ocorréncia de CNVs, identificadas pelo CMA com filtro de tamanho <
100 kb, que abrigassem genes funcionalmente associados a deficiéncia intelectual em
pacientes do SUS com diagnostico clinico de DI encaminhados para o diagnostico

genético laboratorial.

4.2 Objetivos Especificos

* Realizar o cariétipo por bandeamento GTG, em individuos com sinal fenotipico de DI,
para identificar alteracGes cromossémicas numeéricas ou estruturais;

* Realizar o CMA, ap06s o caridtipo, em pacientes com DI que apresentarem cariotipo sem
alteragBes numéricas e estruturais;

* Identificar CNVs menores que o tamanho de 100 kb, que abrigam genes relacionados
ao desenvolvimento da DI, a partir de uma selecéo feita apos a realizacdo do CMA com
filtro de tamanho reduzido;

« Identificar pontos de quebra, por Sequenciamento de Sanger, das regides de CNVs de

perda onde os genes selecionados estivessem presentes.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do estudo

Foi realizado um estudo transversal de populacdo afetada de jan/2013 a
dez/2016, conduzido no Nucleo de Pesquisas Replicon da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (NPR/PUC-Goias) e no LaGene/LACEN/SES-GO, em parceria com
Laboratorio Centro de Gendmica de Alto Desempenho do Distrito Federal da
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB), em pacientes com indicacéo clinica de DI/AGD
para diagnostico genético laboratorial.

5.2 Grupo Amostral

Foram analisados pacientes de ambos os sexos, com indicacdo clinica de
DI/AGD, encaminhados por médicos assistentes das redes publicas de satde de Goias.
Apbs o esclarecimento sobre o estudo, 0s pacientes e seus pais ou responsaveis legais
foram convidados a participar e agueles que concordaram, assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) do estudo (Anexo 1) e também o TCLE do
banco de dados DECIPHER (Anexo 2). Além disso, foi aplicado um questionario para
coleta dos dados clinicos.

Apbs a realizacdo do caridtipo e do CMA, foram selecionados aqueles pacientes
que apresentaram o caridtipo sem alteracdo e com CMA ndo demonstrando CNVs
informativas no filtro de tamanho > 100 kb, para proceder a andlise dos dados do CMA
com filtro de tamanho < 100 kb e posteriormente sequenciamento de Sanger para
identificar os pontos de quebras das regides de CNVs de perda encontradas que continham
genes associados a DI (Figura 6).

A inclusdo dos participantes seguiu 0s seguintes critérios: pacientes com
indicag&o clinica de DI encaminhados via SUS, cujos pais e/ou responsaveis concordaram
voluntariamente em assinar os TCLEs. Foram excluidos pacientes com diagndstico ja
elucidado ou cujos pais e/ou responsaveis ndo concordaram em assinar os TCLEs.

A presente proposta foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
PUC-Goiés (1721/2011). Toda a documentacdo e as amostras foram arquivadas no
NPR/PUC-Goias e pode ser disponibilizada sob pedido formal. Todos os protocolos
foram conduzidos de acordo com critérios internacionais de qualidade e ética em pesquisa

com seres humanaos.
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5.3 Fluxograma de atendimento

Atendimento dos
pacientes pelos
médicos assistentes
da rede publica

Indicacio clinica de
DI

Exclusio | «=— | N3io Sim
Na
Exclusao . 40 «— | TCLE
assinaram
Assinatura

Cariotipo | —> | Alterado | —> | Conclusivo | — | Diagnostico
Normal
l CNV ganho CNV perda
Marcadores: 50 Marcadores: 25
T ho: sem filtro T: ho: sem filtro
| N/
CMA Sem CNVs Selecio CNVs de
alteradas perda sem filtro
/ \ de tamanho
Mapeamento
CNAVS si Cl‘_iysd Pontos de Quebra | —» Inconclusivo
Patogenicas, l‘.ll’li;gl:]l il::e:to Sequenciamento
Provavtaln.lente Sanger
patogenicas l l
Conclusivo Inconclusive Conclusivo Testes adicionais a
critério da equipe
l l l médica assistente
Testes adicionais a
. % g o . Aconselhamento
Diagnostico critério da equipe .
g q genetico
médica assistente

Figura 6. Fluxograma indicando o encaminhamento, sele¢éo, triagem e metodologias utilizadas na tentativa de elucidacéo diagndstica de

casos de DI.
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5.4 Coleta e processamento das amostras

Ap0s a assinatura dos TCLEs, foram obtidas as amostras bioldgicas dos pacientes para
realizacdo do cariotipo por bandeamento GTG e CMA, e dos seus pais para realizacdo do CMA.
Foram coletados 5 mL de sangue periférico em tubos a vacuo heparinizados e 5 mL de sangue
periférico em tubos a vacuo com Acido Etilonodiamino Tetra-acético (EDTA) (do inglés,
Ethylenediamine tetraacetic acid), graduados e identificados. Posteriormente, as amostras
heparinizadas foram utilizadas para realizacdo do cari6tipo e as amostras com EDTA foram
processadas para a extracdo de DNA e realizacdo da técnica de CMA e sequenciamento,

segundo informac6es descritas abaixo.

5.5 Cariotipagem por bandeamento GTG

As amostras de sangue periférico heparinizadas dos pacientes foram submetidas a
cultura de linfécitos T, a curto prazo, em meio RPMI 1640® (do inglés, Roswell Park Memorial
Institute) enriquecido com fitohemaglutinina, L-glutamina e soro fetal bovino, conforme
protocolo modificado para a obtencdo de metafases, adotado no NPR/PUC-
Goias/LaGene/LACEN/SES/GO (VERMA,; BABU, 1995). Apds 47h, foi adicionado ao meio
de cultura colchicina, reagente utilizado para impedir a formacdo do fuso acromatico, parando
as divisbes celulares na fase de metafase, fase em que o0s cromossomos estdo mais
individualizados e condensados. Apds esse processo, foi feita a hipotonizacéo e fixacdo das
células com solucdo hipotonica e fixador Carnoy, respectivamente. Posteriormente, a suspensédo
de células foi gotejada sobre vapor de banho-maria a 60°C, em laminas limpas e
desengorduradas, para o espalhamento das metéafases. Para a analise do cari6tipo por
bandeamento GTG (método Giemsa-Tripsina-Giemsa), as laminas foram envelhecidas por sete
dias e posteriormente tratadas em solucdo de tripsina (Gibco®, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA), diluidas em tampdo PBS (Gibco®, Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EUA) a 0,25% e coradas em solugdo Giemsa (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, EUA) a 4%. Para a analise cromossémica, as metéafases foram
capturadas com auxilio de microscopia 6ptica motorizada (Carl Zeiss®, Alemanha) e analisadas

com o auxilio software IKAROS® (Metasystems Corporation, EUA).

5.6 Extracédo de DNA
Para a extragdo de DNA gendmico foi utilizado o Kit para Purificagdo de DNA Illustra

Blood GenomicPrep Mini Spin® (GE Healthcare Life Sciences, EUA), de acordo com protocolo
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sugerido pelo fabricante. A quantificagdo da concentracdo de DNA gendmico foi realizada em
um espectrofotometro NanoVue™ Plus (GE Healthcare, Life Sciences, EUA).

5.7 Analise Cromossémica por Microarranjos (CMA)

O CMA, dos pacientes e de seus respectivos pais, foi conduzido utilizando o
GeneChip® CytoScanHD™ array (Affymetrix, Santa Clara, EUA), de acordo com protocolo
sugerido pelo fabricante sem modificacdo. A matriz de genotipagem do CMA oferece um alto
poder de robustez e cobertura para investigacdo de variacdes estruturais no genoma. O
GeneChip® CytoScanHD™ contem aproximadamente 2,6 milhGes de marcadores, sendo ~ 1,9
milhdes de marcadores ndo polimorficos e cerca de 750 mil marcadores polimorficos (SNPs),
com capacidade para analisar CNVs, determinar LCSH e também baixos niveis de mosaicismo.

Foi realizada digestdo do DNA genémico amostral com a enzima de restricao (Nspl)
fornecida pelo fabricante. Este passo requer aproximadamente 250 ng de DNA total. Em
seguida, o DNA digerido foi ligado aos adaptadores especificos e posteriormente amplificados
por PCR anelados a primers universais. O amplicon foi fragmentado por digestdo enzimatica,
marcado com biotina e hibridizado no chip por 18 horas. Apds a hibridizacao, os chips foram
lavados numa estacdo fluidica 450 e digitalizados no GeneChip® Scanner 3.000 7G
(Affymetrix, Santa Clara, EUA). A captura e digitalizac&o dos sinais obtidos pelo escaneamento
foi feita pelo software GeneChip® Command Console® (AGCC®, Affymetrix, USA). Os
arquivos CEL obtidos pelo escaneamento foram analisados usando o software Chromosome
Analysis Suite 3.0 (ChAS®). Os arrays que estavam dentro dos pardmetros de controle de
qualidade determinados pelo fabricante, apresentando o MAPD <0.25 ¢ SNP-QC >15, foram
analisados. Usando o ChAS®, foi possivel investigar alteracdes estruturais ao longo do genoma,
permitindo identificar CNVs por ganhos e perdas de segmentos de DNA, LCSH e contetudo
génico presentes nas amostras estudadas de modo comparativo, facilitando as interpretacfes
dos resultados.

A primeira anélise de ganhos e perdas, presentes no genoma dos pacientes, foi feita
utilizando o filtro de diagnostico recomendado pelo fabricante, onde para ganho usou o filtro
com 50 marcadores e para perda o filtro com 25 marcadores, ambos com o tamanho > 100 kb.
Todas as CNVs visualizadas foram classificadas de acordo com o0s consensos e diretrizes,
apontados por Miller e colaboradores (2010), Kearney e colaboradores (2011), Battaglia e
colaboradores (2013) e Silva e colaboradores (2019). Posteriormente, 0os pacientes que nao

apresentaram CNVs informativas no filtro de tamanho > 100 kb, foram submetidos a um filtro
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determinado por 50 marcadores para ganho, 25 marcadores para perda e ambos com filtro de
tamanho < 100 kb.
Apds a analise com filtro < 100 kb, as regides de CNVs de perda que abrigavam genes

relacionados a DI e AGD, foram sequenciadas para mapear dos pontos de quebra destas CNVs.

5.8 Desenho dos primers, amplificacdo por PCR das regides de CNVs de perda
selecionadas e purificacdo dos amplicons

Apds aselecdo das regides de CNVs de perda pelo CMA, os primers foram desenhados
baseados na localizacdo da ultima sonda upstream e primeira sonda downstream da CNV de
perda (Figura 7), onde foram considerados 1.000 pb antes e depois a partir da localizagdo destas
sondas. Para desenhar os primers, foi utilizando o software Primer3
(http://biocinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) e estes foram sintetizados pela empresa IDT Integrated
DNA Technologies (Illinois, EUA).

CNV de perda

Markers CytoScan HD Array dbSnp: 132 NetAffx: 32.3
|(' s :n:ln«um:- » rm :-mﬂmﬂ “Iu-uowx | "»r-‘::ur;l- S

110356kb 11Imoo 110356400 110356600 110356800

Tamanho do amplicon:
A Minimo: A +D
Maximo: A=-B~C~D

Figura 7. Representacdo esquematica para a selecdo dos primers. Os blocos azuis séo 0s
primers F e R. As setas verdes indicam a Ultima sonda presente upstream e primeira sonda downstream
da CNV de perda. A regido A e D é o tamanho que podera ser amplificado desde o pareamento do primer
até as primeiras sondas upstream e downstream antes da CNV de perda (tamanho minimo do amplicon).
A regido desde A até D (incluindo B e C) é o tamanho que podera ser amplificado desde o pareamento
dos primers, incluindo as primeiras sondas upstream e downstream antes da CNV de perda, até o ponto
de quebra da CNV de perda (tamanho maximo do amplicon).
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A amplificacdo de regido de CNV de perda por PCR foi realizada utilizando a Taq
DNA Polimerase Recombinante (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA), juntamente
com outros reagentes apresentados no Quadro 1, com um volume final de reagdo de 10 pL,
utilizando o termociclador Veriti™ Thermal Cycler (Appied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, EUA). O ciclo utilizado est& ilustrado na Figura 8, sendo que as temperaturas de

anelamento foram ajustadas de acordo com cada par de primers.

Quadro 1. Concentracdo dos reagentes usados para o preparo do master mix
para cada PCR dos genes selecionados para o estudo em pacientes com DI.

Reagentes Concentragéo Inicial Concentragéo final
Primer F 10 uM 0,25 uM
Primer R 10 uM 0,25 uM
Tampéo 10x 1x
dNTP 2,5 mM 0,2 mM
MgCl, 50 mM *mM
Taq 5 U/ulL 0,5 U/reacéo
* A concentracdo de MgCl, variou para cada gene.
Estagio 1 Estagio 2 (35x) Estagio 3
95°C | 95°C
ST 307 72°C | 72°C
E OC 45” 105
30!!
12°C
o

Figura 8. Representacdo grafica do programa de amplificacdo (PCR).
** A temperatura de anelamento variou de acordo com os primers.

Apos a amplificacdo dos produtos de PCR, foi feita a purificacdo destes produtos de
PCR utilizando enzima ExoProStar 1 Step (GE Healthcare Life Sciences, EUA) de acordo com

protocolo do fabricante modificado, para o qual foi usado 5,0 uLL do produto de PCR juntamente
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com 2,0 uL da ExoStar e colocado no termociclador por 20 min a 37 °C para atividade da
enzima e 15 min a 85 °C para inativagdo da enzima.

Apos a purificacdo do material amplificado, os amplicons foram enviados para o
Laboratorio de Biotecnologia, Pds-Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da
Universidade Catolica de Brasilia (UCB-DF) para realizarem o servi¢o de sequenciamento de
Sanger.

5.9 Sequenciamento de Sanger

O sequenciamento de Sanger das regides de CNVs de perdas, que continham genes
relacionados a DI, foi realizado em parceria com o Centro de Gendmica de Alto Desempenho
do Distrito Federal, Laboratorio de Biotecnologia, P6s-Graduacdo em Ciéncias Gendmicas e
Biotecnologia da Universidade Catolica de Brasilia (UCB).

Ap06s a reacdo da PCR e purificacdo do amplicon, as amostras foram enviadas para o
Centro de Gendmica de Alto Desempenho, onde a concentracdo do amplicon purificado, que é
em torno de 10-20 ng, depende do tamanho do amplicon. As quantidades de amostra sugeridas
pelo fabricante do kit de sequenciamento sdo demonstradas na Tabela 1.

Para a realizacdo do sequenciamento, foram utilizados 1 uL dos primers Forward e
Reverse concentragdo de 3,2 pmol, “X” uL de amostra (dependendo do tamanho do produto,
vide tabela 1) e quantidade suficiente de H>O Ultrapura para completar o volume final de 7,0
pL.

Tabela 1. Relagdo do tamanho do produto de PCR
com o volume da amostra para sequenciar.

Tamanho do produto da Volume da amostra

PCR (pb) (ng)

100-200 1-3

200-500 3-10

500-1000 5-20
10002000 10-40
>2000 20-50

O sequenciamento dos fragmentos purificados foi feito pelo método de Sanger com
eletroforese capilar, utilizando o sequenciador automatico de DNA ABI 3130x| (Applied
Biosystems, California, EUA).

ApoGs a obtencdo das sequéncias, as analises dos resultados foram feitas atraves do

software ChromasPro — B11 — Versédo 2.1.3, do software BioEdit Sequence Alignment Editor
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e do software CLC Sequence Viewer 7. Além disso, as sequéncias analisadas foram comparadas
com o banco de dados de sequéncias Nucleotide BLAST (Nucleotide Basic Local Alignment
Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi) do NCBI (National Center for

Biotechnology Information), com o objetivo de achar regiGes de similaridade entre as

sequéncias obtidas.
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6. RESULTADOS

No periodo de janeiro de 2013 a dezembro de 2016 foram encaminhados 752 pacientes
aos laboratérios NPR/PUC-Goias/LaGene/LACEN/SES/GO, sendo 325/752 (43,2%) destes
com indicacdo clinica de DI e o restante 427/752 (56,8%) com outras indicaces.

Foi feita coleta de amostras de sangue periférico heparinizado dos pacientes para a
realizacdo do cariétipo por bandeamento GTG. Dos 325 pacientes com DI que fizeram o
cariotipo, 186/325 (57,2%) obtiveram resultados diversos com o cariotipo, dos quais 78/186
(41,9%) foram diagnosticados com Sindrome de Down e 108/186 (58,1%) foram outros. O
restante, 139/325 (42,8%) pacientes, apresentou o caridtipo sem alteracBes estruturais ou

numéricas visiveis (Figura 9).

Deficiéncia
intelectual
432

= Cariétipo alterado

= Cariétipo sem alteracao
numérica ou estrutural

Outras
56,3 /

= Deficiéncia intelectual
= Qutras

Figura 9. Indicacao clinica e resultados do cariotipo dos pacientes com DI atendidos no
periodo de Jan/2013 a Dez/2016 NPR/PUC-Goias/LaGene/SES/GO.

Ap0s esclarecimentos sobre o projeto, o grupo de 139 pacientes e seus respectivos pais
bioldgicos foram convidados a participar do estudo e 77/139 (55,4%) trios aceitaram e
assinaram os TCLEs. Os outros 62/139 (44,6%) pacientes ndo aceitaram participar do estudo
por diversos motivos, sendo as trés razdes mais frequentes foram por se contentarem com o
diagndstico sem alteragdo do cariotipo, por ndo quererem fazer investigacGes adicionais ou por
ndo terem comparecido a entrevista.

Dos 77 pacientes com diagndstico de DI participantes do estudo, 40/77 (51,9%) eram
do sexo masculino e 37/77 (48,1%) do sexo feminino. Todos 0s participantes e seus pais
bioldgicos fizeram coleta de sangue com EDTA para a realizacdo do CMA. Na analise dos
resultados do CMA foi aplicado o filtro de diagndstico recomendado pelo fabricante, cujos

parametros foram 50 marcadores para ganho, 25 marcadores para perda e para ambos o tamanho
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>100kb. Apds a realizacdo do CMA, 14/77 (18,1%) pacientes apresentaram CNVs patogénicas,
9/77 casos (11,7%) apresentaram CNVs provavelmente patogénicas, 19/77 (24,7%)
apresentaram CNVs de significado clinico incerto e 35/77 (45,5%) dos casos foram
considerados negativos, pois 0 CMA ndo mostrou CNVs alteradas (Figura 10). A analise dos
pais foi feita em funcdo de seus respectivos filhos com DI para identificar a origem das CNVs

observadas, se estas eram de novo ou herdadas.

11,7%

CNVs CNVs CNVs CNVs
Patogénicas Provavelmente Significado Negativas
patogénicas clinico incerto

Figura 10. Tipos de CNVs, classificadas em fungdo da sua patogenicidade, encontradas
nos pacientes com DI que fizeram o CMA usando o filtro de diagndstico recomendando
pelo fabricante do GeneChip® CytoScanHD™ array.

Nos 35 casos negativos, foi feita uma analise adicional utilizando-se os parametros
reduzidos do filtro de tamanho, mantendo-se os parametros de quantidade de marcadores no
segmento gendémico analisado (50 marcadores para ganho e 25 marcadores para perda, ambos
com tamanho < 100 kb). Destes casos, 16/35 (45,7%) apresentaram pequenas CNVs presentes
em genes potencialmente relacionados a DI e 19/35 casos (54,3%) mantiveram-se negativos.
Nos 16 casos positivos, foram observadas 30 CNVs de novo (com tamanhos variando de 0,3—
30 kb), sendo 15 CNVs por ganho e 15 CNVs por perda gendémica (Tabela 2). Destas, foram
selecionadas as CNVs de perda para a realizacdo do sequenciamento de Sanger para a
identificacdo dos pontos de quebra. No entanto, as CNVs de ganho e os genes nelas contidos
ndo foram selecionadas para o sequenciamento de Sanger porque em segmentos de ganhos esta

metodologia néo é eficiente devido ao comprimento do segmento (Figura 11).
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Dos 12/16 casos observados com CNVs de perda, 3 casos apresentaram 2 CNVs e 0s

9 casos restantes apresentaram apenas uma CNV. As 15 CNVs de perda observadas estavam

presentes nos cromossomos 7 (1), 22 (1) e X (13), sendo os loci observados: 7935, 22g13.33,
Xp21.1, Xp21.2, Xp21.3, Xp22.2, Xq22.3, X023, e Xg27.1. Os 8 genes relacionados a DI
presentes nas CNVs de perda foram: CNTNAP2, SHANK3, DMD, IL1RAPL1, MID1, MID2,

PAK3, FGF13. Fazendo anélise das 9 regiGes cromossdmicas que apresentaram CNVs de

perda, 4 regides foram observadas em mais de um paciente e as outras 5 regides foram

observadas em apenas 1 paciente.

Tabela 2. Resultado da analise com filtro de tamanho < 100 kb dos casos negativos do CMA.

Casos ldade Género CNVs Localizagdo Ta[?(%;'ho Genes Nomenclatura do microarranjo
Ganho  Xp22.13 15 NHS  arr[GRCh37] Xp22.13(17.483.771-17.498.971)x3 dn
001 9a F Perda X023 0,3 PAK3  arr[GRCh37] X023(110.356.320-110.356.593)x1 dn
Perda Xq27.1 20 FGF13  arr[GRCh37] Xq27.1(138.192.061-138.211.584)x1 dn
005 9a F Perda  Xp22.2 2 MID1  arrf[GRCh37] Xp22.2(10.630.475-10.632.537)x0 dn
009 10a F Perda Xq23 0,47 PAK3 arrfGRCh37] Xq23(110.356.320-110.356.790)x1 dn
Ganho  Xp21.1 22 DMD  arf[GRCh37] Xp21.1(31.872.841-31.894.898)x3 dn
Ganho  Xg22.1 6 SRPX2  arrffGRCh37] Xq22.1(99.900.084-99.906.042)x3 dn
010 9a F Ganho X(q26.2 7 GPC4 arr[GRCh37] Xq26.2(132.434.060-132.440.801)x4 dn
Ganho X(q26.2 11 GPC3 arr[GRCh37] Xg26.2(133.015.257-133.026.071)x3 dn
Ganho Xq28 10 MECP2  arr[GRCh37] Xq28(153.325.445-153.335.837)x3 dn
Ganho X(Q26.3 11 ARHGEF6 arr[GRCh37] Xg26.3(135.771.766-135.782.790)x3 dn
016 5a F Ganho X0g27.3 6 FMR1 arr[GRCh37] Xg27.3(147.014.625-147.020.741)x3 dn
Ganho X028 3 AFF2  arr[GRCh37] Xq28(147.893.513-147.896.666)x3 dn
o7 8a ¢ Canho  Xql2 30 OPHN1  arr[GRCh37] Xq12(67.551.934-67.582.422)x3 dn
Ganho Xq27.3 8 FMR1 arr[GRCh37] Xq27.3(147.012.658-147.020.538)x3 dn
Perda 7935 21 CNTNAP2 arr[GRCh37] 7935(146.552.052-146.573.427)x1 dn
031 la F Perda Xp21.2 3 ILIRAPL1 arr[GRCh37] Xp21.2(29.316.508-29.319.883)x1 dn
Ganho X028 10 AFF2  arr[GRCh37] Xq28(147.765.026-147.775.292)x3 dn
032 la F Perda  22913.33 9 SHANK3 arr[GRCh37] 22¢q13.33(51.106.757-51.115.526)x1 dn
035 16a F Perda Xp21.1 1 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(32.742.108-32.743.344)x1 dn
037 Im F Perda Xp21.1 11 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(32.919.479-32.930.885)x1 dn
057 7a F Perda Xp21.2 24 ILIRAPL1 arr[GRCh37] Xp21.2(29.318.639-29.342.203)x1 dn
Ganho X0g26.2 7 GPC4 arr[GRCh37] Xg26.2(132.434.060-132.440.801)x3 dn
065  9m M Perda  Xp21.3 14 ILIRAPL1 arr[GRCh37] Xp21.3(29.160.655-29.174.711)x0 dn
066 264 F Perda XQg22.3 2 MID2 arr[GRCh37] Xg22.3(107.110.275-107.112.208)x1 dn
Perda Xq23 1 PAK3  arr[GRCh37] X23(110.356.320-110.357.527)x1 dn
067 2a M Perda Xp21.1 18 DMD arr[GRCh37] Xp21.1(33.099.140-33.117.042)x0 dn
073 6a M Ganho XQg13.3 24 ZDHHC15 arr[GRCh37] Xq13.3(74.697.085-74.720.997)x2 dn
Ganho X0g26.2 12 GPC3 arr[GRCh37] Xg26.2(132.683.434-132.695.673)x2 dn
077 12a F Perda  Xp21.3 14 ILIRAPL1 arr[GRCh37] Xp21.3(29.160.655-29.174.711)x0 dn

A sequéncia dos primers utilizados para mapeamento ponto de quebra das CNVs de

perda selecionadas que abrigavam genes relacionados com a DI e o intervalo de tamanho

minimo e maximo esperado de cada amplicon estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3. CNVs de perda usadas nos experimentos de identificacdo dos prontos de quebra por Sequenciamento de Sanger, seus respectivos genes,
a localizac&o da ultima sonda upstream e primeira sonda downstream, sequéncia dos primers forward (F) e reverse (R) utilizados para cada regido

e o intervalo de tamanho esperado do amplicon.

Casos  Genes mic%%?f:ﬁ;g?é%g%sn LsJ(I)tr::jn; P;:)rrr]lgg’a Conversdo para GRCh38 Posicao p;l;;z?nstrugéo Primer {Qrtr?e_:\rllilc? c(ijg
upstream downstream amplicon (pb)
o PAK3  chrX:110.356.320-110.356.593 110356220  110.356.723  chrX:111.112.992-111113.495 chrX:111.111.092-111.114.495 |~ (GRG0 SAC AT TAG CTACE 1611-1.842
FGF13  chrX:138.192.061-138.211584 138101934  138.211.820  chrX:139.109.772-130.120.658 chrX:130.108.772-139.130.658 [, ShCASACOATIT S5 ATT1C 314-677
005 ~ MIDL  chrX:10630475-10.632537 ~ 10.630.449  10.632.651  chrX:10.662.409-10.664.611  ChrX:10.661.409-10.665.611 |\ Sooa mon roa AAT oo AN oA 733-873
009  PAK3  chrX:110.356.320-110.356.790 110356220  110.356.723  chrX:111.112.092-111.113.495 chrX:111.111.992-111.114495 &~ [CCAGCCACCAT TAG CTACE 808-1.645
o CNTNAP2 chr7:146.552.052-146.573.427 146550.842  146.573.485  chr7:146.853.750-146.876.303 chr7:146.852.750-146.877.303 - Src ona [OCCAR TOATET TS 965-2233
ILIRAPLL ~ chrX:20.316508-20.310.883 ~ 29.316.464 ~ 20.319.067  chrX:29.298.347-20.301.850  chrX:20.207.347-20.302.850 |~ o GIIAAS ATCACC LA CA 320-448
032 SHANK3 chr22:51.106.757-51.115526  51.104.143  51.120.080  chr22:50.665.715-50.681.652  Chr22:50.664.71550.683.652 " op s Gnss QA Tae Al CAC T 594-7762
035 DMD  chrX:32.742.108-32.743344 32741911 32743390  chrX:32.723.794-32.725273  chrX:32.722.794-32.726.273 LSS CTTAPATCACOGCIATS 333-576
F - CTC AGC CTC CCA AAA CTC TG
037 DMD  chiX32919.479-32930885 32010163 32931540  chrX3290L046-32.913423  chrX:32900046-32.914423  R-TTACAG AGAAGC AGT GGG 744-1.825
057 ILIRAPLL chrX:20.318.639-20.342.203 20.318252  29.347.243  chrX:20.300.135-20.329.126  chrX:29.299.135-20.330.126 1. oq Caa 1ok cog el ST ST 476-5.901
065 ILIRAPLL chrX:20.160.655-20.174.711 ~ 20.160572  29.174.927  chrX:20.142.455-20.156.810  chrX:29.141.455-29.157.810 p,~ [ TAC AAA ATG OCT BAC TA 197-486
o MID2  chrX:107.110.275-107.112.208 107.110.203  107.116.180  chrX:107.866.973-107.872.950 chrX:107.865.973-107.873.950 [,  Soc AL TTT TCACAT SAS SA 403-4447
PAK3  chrX:110.356.320-110.357.527 110356.220  110.357.670  chrX:111.112.992-111.114.442 chrX:111.111.992-111.115.442 L7 [GCACC CACCAT TAG CTA CC 664-907
067 DMD  chrX:33.000.140-33.117.042 33091271  33.117.384  chrX:33.073.154-33.000.267  chrX:33.072.154-33.100.267 0 SSCACCATAATE TCCAT 798-9.010
077 ILIRAPLL chrX:29.160.655-29.174.711  29.160.572  29.174.927  chrX:29.142.455-29.156.810  chrX:29.141.455-20.157.810 I~ 16C TAC AAA ATG GCT GAC CA 197-486

R -CAA AAC CCT TCGACCTGT GT
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Apos a amplificagdo dos segmentos gendmicos que continham as CNVs de perda, 0s
produtos amplificados foram purificados e em seguida encaminhados para a realizagdo do
sequenciamento de Sanger. Dentre as 15 regifes de CNVs de perda encaminhadas para o
sequenciamento, nenhuma sequéncia obtida alinhou com a regido esperada (APENDICE 1).

Para tentar solucionar este problema e identificar a regido de quebra, novos primers
foram redesenhados para anelar em uma regido mais conservada do gene, aumentando a
especificidade dos primers durante a amplificacdo por PCR. Para isso, foram escolhidas 3
regides de CNVs de perda que continham os genes CNTNAP2, FGF13 e ILIRAPLL1 para serem
amplificadas por esses novos primers (Tabela 4).

Tabela 4. Sequéncia de oligonucleotideos (primers) redesenhados para cada regido dos genes
selecionados e o intervalo de tamanho minimo e maximo esperado de cada amplicon.

Intervalo do

Gene Primer amplicon (pb)
F - TGA GAG GTA AGAGACCAGGCCT
CNTNAPZ ¢ _ ATG CAT GGG TAT GAC AGA GGA A 619 -1887
F - TCT GAC AGA GTA TGG ATG AAT AGC A
ILIRAPLL 2 TGT TTG GAT ATT TTA CAG CAC TTC A 935-1234
=emis F - AAA ACT AGG GCT TTC TCG GC o6 0

R - TGG GCT TGA GAC GGACAA G

Apobs a PCR com o0s novos primers, os produtos amplificados foram purificados e em
seguida encaminhados para a realiza¢do do sequenciamento de Sanger. Dos trés novos primers
desenhados, apenas o da regido que continha o gene CNTNAP2 apresentou um amplicon dentro
do intervalo de tamanho esperado e foi encaminhado para o sequenciamento. Para as outras
duas regides, que continham os genes FGF13 e ILLRAPL1, ndo foram obtidos amplicons dentro
do intervalo de tamanho esperado e, portanto, os produtos espurios ndo foram sequenciados.

A nova sequéncia obtida da amplificacdo do gene CNTNAP2 n&o alinhou novamente
com a regido esperada (APENDICE 2). Diante deste resultado, tomou-se a decisio de clonar o
gene CNTNAP2 usando a clonagem TA, para posteriormente amplificar os clones utilizando-
se 0s primers especificos para regido do gene e primers especificos para regido do plasmideo.
Os produtos serdo sequenciados, porém, esta etapa ndo foi concluida e os resultados ndo faréo

parte do produto final desta tese.
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7. DISCUSSAO

A deficiéncia intelectual é uma desordem neurolOgica, caracterizada por uma
diminuicdo significativa nas funcbes cognitivas e adaptativas, comprometendo varias
habilidades sociais e préticas diarias. Por ser um grande problema socio-econémico e de salde
publica, o diagndstico especifico e preciso € fundamental para o gerenciamento eficiente de
comorbidades associadas e o aconselhamento genético adequado para a familia, com o
pressuposto de melhorar a qualidade de vida dos pacientes acometidos pela DI e suas familias.

Embora os aspectos socio-econdmicos, doencas infecciosas e agentes tdxicos
contribuam para a prevaléncia da DI, os fatores genéticos sdo considerados diversos e
responsaveis pela maioria dos casos. Em populacbes ndo relacionadas, as aberracfes
cromossdmicas e mutacdes de ponto sdo as causas mais frequentes de DI. Entretanto, em
familias consanguineas, a heran¢a autossémica recessiva de genes mutados importantes para o
desenvolvimento cerebral aparece como a causa mais comum da DI (REUTER et al., 2017).

Testes genéticos laboratoriais, incluindo o cariétipo por bandeamento GTG, CMA,
sequenciamento de um Unico gene e/ou painel de genes, e sequenciamento de exoma estdo entre
as metodologias rotineiramente usadas para tentar elucidar as causas genéticas da deficiéncia
intelectual em todo 0 mundo (BOWLING et al., 2017).

A analise cromossdmica por microarranjo, com maior resolucéo, alta densidade de
marcadores e robustez de andlise tem sido eficiente na identificagdo de perdas e ganhos
gendmicos associados a DI apresentando um incremento no diagnostico de até 25%
(RODRIGUEZ-REVENGA et al., 2013; PEREIRA et al., 2014; NOWAKOWSKA, 2017).
Contudo, ainda ha uma grande quantidade de pacientes com DI que permanecem sem 0
diagnostico laboratorial, mostrando que a aplicacdo do filtro de tamanho < 100 kb no CMA e 0
mapeamento dos pontos de quebra, pelo sequenciamento, destas regides de CNV menores que
a capacidade de resolucédo de diagnostico do CMA, se torna uma ferramenta interessante para
auxiliar na identificacdo de CNVs presentes em genes responsaveis pelo desenvolvimento do
sinal fenotipico da DI e que podem estar interferindo na expresséo destes genes.

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar a ocorréncia de CNVs,
identificadas pelo CMA com filtro de tamanho < 100 kb, que abrigassem genes funcionalmente
associados a deficiéncia intelectual, aumentando assim a taxa de diagnostico etioldgico da DI.

As amostras foram constituidas por pacientes do SUS provenientes de Goiania (Goias, Brasil),
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com diagnostico clinico de DI, encaminhados para o diagndstico genético laboratorial. O estudo
foi desenvolvido em pacientes com deficiéncia intelectual, encaminhados aos laboratorios
NPR/PUCGO e LaGene/LACEN/SES/GO para o diagndstico genético laboratorial, que
apresentaram o diagndstico laboratorial sem alteracdo ap6s a utilizacdo dos testes de cariétipo
por bandeamento GTG e de CMA.

O teste de caridtipo por bandeamento GTG, realizado com o0s 325 pacientes que
apresentavam DI, conseguiu identificar, em 57,2% dos casos, alteracdes numéricas e estruturais
diversas, dos quais 24,0% foram referentes a Sindrome de Down, incluindo trissomia livre do
cromossomo 21, trissomia parcial do braco longo do cromossomo 21, translocagéo
Robertsoniana (14;21) e trissomia 21 em mosaico. Os nossos resultados estdo em consonancia
com estudos de Bertelli e colaboradores (2016) e Kruszka e colaboradores (2017), que
demonstraram que uma grande parcela dos casos de DI observados na populacdo se deve a
Sindrome de Down, sendo conhecidamente a principal causa deste sinal fenotipico.

Novas tecnologias tém aumentado a capacidade de deteccdo de pequenos rearranjos
em todo o genoma, nos ajudando a entender melhor a funcdo destas variagfes genémicas nas
doencas, principalmente na DI (CAPALBO et al., 2017). O CMA, realizado nos 77 pacientes
com DI que aceitaram participar do estudo e que apresentavam o resultado do cariétipo sem
alteracdo numeérica ou estrutural, possibilitou uma taxa de diagndstico de 29,8%, estando esse
achado de acordo com os achados da literatura, que mostraram um aumento no diagnostico
genético, utilizando técnica de CMA, em média de 20% (BATTAGLIA et al., 2013; BERTOK
etal., 2015; CAPALBO et al., 2017).

A realizagdo, nos nossos pacientes encaminhados com DI, do CMA com filtro de
diagndstico apds o carittipo por bandeamento GTG, proporcionou um incremento na taxa de
diagnéstico de 7,1%, demonstrando que a utilizacdo dessas duas metodologias permitiu, em
64,5% dos pacientes, a identificacdo das causas geneéticas da DI. Aproximadamente 40% dos
casos requerem outras metodologias, no entanto, quando a causa a ser investigada é DI, TEA e
ACM, o consenso recomenda a utilizacdo do CMA (MILLER et al., 2010; KEARNEY et al.,
2011; BATTAGLIA et al., 2013).

A aplicacdo da analise cromossdmica por microarranjo neste estudo proporcionou um
aumento na taxa de diagnostico, mas ainda assim, 45,5% dos 77 pacientes encaminhados
permaneceram sem a identificacdo de CNVs alteradas. Com o uso do filtro de tamanho
reduzido, para tentar identificar CNVs menores e que pudessem estar presentes em regides que

apresentavam genes relacionados a DI, foi possivel a identificacdo de CNVs de novo de perda
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e de ganho, com tamanhos variando de 0,3-30 kb, em 45,7% destes casos negativos. Com a
reducdo do filtro de tamanho, a taxa de incremento na identificacdo de CNVs de perda presentes
em genes relacionados a DI foi de 12%, demonstrando que a reducéo do filtro de diagnostico
pode ser uma alternativa para a elucidacdo do diagnostico genético para os pacientes com DI.
Principalmente devido as CNVs de perda ocasionarem interrup¢do do gene ou da juncdo dos
pontos de quebra, interferindo na sensibilidade a dosagem deste gene.

No presente estudo, foram identificados genes reconhecidamente envolvidos no
processo de desenvolvimento do sistema nervoso central, implicados na fungdo sinaptica e
plasticidade cerebral. De acordo com Verpelli e colaboradores (2014), mais da metade dos
genes relacionado a DI localizados no cromossomo X codificam proteinas presentes nos
compartimentos pré- ou pds-sinapticos e estdo envolvidos na formacéo da sinapse e plasticidade
cerebral.

Dos 8 genes detectados, detalhadamente descritos abaixo, 0s genes CNTNAP2,
FGF13, MID1 e MID2, estdo envolvidos no processo de desenvolvimento do sistema nervoso
central, incluindo morfogénese, crescimento, diferenciacdo e adesdo celular, progressdo do
ciclo celular, além da regulacdo das estruturas do citoesqueleto (ZHANG et al., 2012; POOT,
2015; PURANAM et al., 2015; GHOLKAR et al., 2016; SMOGAVEC et al., 2016; POOT,
2017). Ja os genes SHANKS, IL1IRAPL1, DMD e PAK3 estdo envolvidos na sinaptogénese,
funcdo sinaptica, plasticidade, bem como na regulacdo da dindmica do citoesqueleto (GAO;
MCNALLY, 2015; LEE et al., 2017; MONTANI et al., 2017; RENKILARAJ et al., 2017).

a) Gene CNTNAP2

O gene CNTNAP2, denominado gene da Proteina Associada a Conectina Tipo 2
(OMIM604569), localizado em 735, é um dos maiores genes do genoma humano com
tamanho aproximado de 2,3 Mb, apresentando uma moldura aberta de leitura (ORF) (do inglés,
Open Reading Frame) de tamanho total de 3.996 nucleotideos correspondendo a um transcrito
de 24 exons. Este gene codifica uma proteina (CASPR2) pertencente a familia das neurexinas,
gue no sistema nervoso funcionam como moléculas e receptores de adesao celular, regulando
0 contato entre neurdnios e células da glia (SMOGAVEC et al., 2016; POOT, 2017).

O transcrito completo de CNTNAP2 codifica uma grande regido extracelular da
proteina CASPR2. A proteina CASPR2 & uma proteina transmembrana composta por varios
dominios: 8 extracelulares, 1 transmembrana e 2 C-terminal intracelular. Os dominios

extracelulares s&o compostos por 4 dominios laminina G, 2 dominios associados ao fator de
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crescimento epidérmico (FCE), 1 dominio associado a discoidina e 1 dominio associado ao
fibrinogénio. Estes dominios extracelulares mediam interacGes célula-célula e ligacbes com
receptores, ligantes e com a matriz extracelular. A pequena parte C-terminal citoplasmatica
contém um sitio de ligacdo dominio PDZ, que supostamente media interacdes proteinas-
proteinas que contém PDZ (Figura 12) (POOT, 2015; SMOGAVEC et al., 2016).

Gene CNTNPA2
- ™
Dominios Sp LamG EGF FIB EGF LamG PDZB
i 5— I [ | _"'.'I_l_l_ _I_I H 'JJ-IIH_I_ .I_ 3
il | | 1]}
1 2 3 4 5678 9 0 T 12 13 14 15 161718192021 222324

Figura 12. llustracdo da distribuicéo dos exons e dos dominios regulatérios na estrutura
do gene CNTNAP2. Cada cor diferente mostra os dominios codificantes/exons. SP=peptideo sinal;
DISC=dominio associado a discoidina; LamG= dominio laminina-G; EGF=dominio associado ao fator
de crescimento epidérmico; FIB=dominio associado ao fibrinogénio; TM=regido transmembrana;
PDZB-=sitio ligagdo dominio PDZ.

Fonte: Adaptado de SMOGAVEC et al., 2016.

No cérebro do feto humano, o gene CNTNAP2 ¢é predominantemente expresso em
regides anteriores perisilvianas frontal e temporal, no estriado e no tdlamo. Da 18? a 20% semana
de gestacdo, o cérebro fetal mostra um enriquecimento dos sinais de CNTNAP2 na substancia
cinzenta frontal, aproximadamente entre o giro orbital e superior frontal cortical, na area de
broca, parte do cérebro humano responsavel pela expressdo da linguagem, e outras regides
perisilvianas do cérebro. Portanto, 0 CNTNAP2 é altamente expresso na medula espinhal e
varias regides do cérebro, particularmente no circuito cértico-estriado-talamico, envolvido em
diversos processos cognitivos de ordem superior, incluindo linguagem, recompensa e funcéo
executiva frontal. Além disso, a CASPR2 possui uma funcéo organizadora no desenvolvimento
de neurdnios, sendo essencial para a montagem de circuitos neurais no sistema nervoso central
(RODENAS-CUADRADO et al., 2016; SMOGAVEC et al., 2016; POOT, 2017).

Devido ao CNTNAP2 ser um dos maiores genes do genoma humano, ele é alvo de
rearranjos estruturais, incluindo inversdes e translocagdes, CNVs, muta¢fes nos exons e sitios
de ligacGes dos fatores de transcrigdo, e por modificagdes epigenéticas. Por perturbacdo em
mecanismos complexos de penetrancia, expressividade e efeitos nas interagdes com outros
alelos e loci, CNTNAP2 pode estar relacionado ao autismo, DI, epilepsia e problemas na
linguagem (ZWEIER, 2011; RODENAS-CUADRADO et al., 2014; POOT, 2015).

Adicionalmente, mutagdes com perda de funcdo do gene CNTNAP2, rearranjos
gendmicos heterozigoticos e CNVs na regido de 7935, englobando o gene CNTNAP2, tém sido
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implicados com uma variedade de desordens neurocomportamentais, como a Sindrome de Pitt-
Hopkins (OMIM610042), Susceptibilidade ao Autismo (OMIM612100), Comprometimento
Especifico da Linguagem (OMIM612514), com sinal fenotipico da DI, epilepsia e
esquizofrenia (ZWEIER, 2011; RODENAS-CUADRADO et al., 2016; SMOGAVEC et al.,
2016; LISKA et al., 2017; POOT, 2017).

b) Gene FGF13

O gene FGF13, conhecido como o gene do Fator de Crescimento de Fibroblastos tipo
13 (OMIM300070), localizado em Xq27.1, codifica uma proteina que pertence a familia de
proteinas de sinalizacdo, fatores de crescimento de fibroblastos (FGF), que sdo responsaveis
pelo crescimento celular, diferenciacdo, morfogénese e processo de desenvolvimento (ZHANG
etal., 2012).

Nos mamiferos, os FGFs sdo divididos em 7 familias, entre elas FGF4, FGF5, FGF8,
FGF9, FGF10, FGF11 e FGF15/19. O gene FGF13 faz parte da familia FGF11, também
conhecida como FGFs intracelulares (iFGFs), que ndo possuem receptor peptideos sinal, atuam
dentro da célula e expressam predominantemente no sistema nervoso. Todas os membros das
familias FGFs possuem uma regido homologa conhecida como dominio core. Em particular, 0s
genes da familia FGF11 (FGF11, FGF12, FGF13 e FGF14) tém duas isoformas produzidas
por diferentes iniciadores de transcri¢do, sendo que a isoforma A dos membros desta familia
contém um sinal de localizacdo nuclear N-terminal (NLSs) (Figura 13). Cada um desses quatro
genes possui dois ou mais sitios de inicia¢do da transcri¢do, gerando multiplos mMRNAs com
primeiros exons distintos unidos com os exons comuns 1I-V, que produzem proteinas com
diferentes sequéncias amino-terminais (GOLDFARB, 2005; ZHANG et al., 2012).

- Dominio central Isoforma “A”

Dominio central Isoforma “B”

Figura 13. Representagdo esquematica das isoformas da familia FGF11 ndo secretdria

intracelular. Fazem parte desta familia os genes FGF11, FGF12, FGF13 e FGF14.
Fonte: Adaptado de ZHANG et al., 2012.
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As proteinas FGF intracelulares, pertencentes a familia FGF11, ndo séo segregadas e
ndo ativam os receptores de FGF, e podem interagir com os dominios intracelulares de canais
de Na* de tensdo controlada, que sdo necessarios para o funcionamento motor normal. Além
disso, durante o desenvolvimento, membros da familia FGF11 sdo expressos em neurénios
cortical cerebral e 0 FGF13 é amplamente distribuido com alta expressdo no cérebro durante o
desenvolvimento e tem funcdo essencial no estabelecimento dos circuitos neurais no cortex
cerebral e possibilitam funcgdes cognitivas (GUILLEMOT; ZIMMER, 2011; WU et al., 2012;
PURANAM et al., 2015).

A proteina FGF13 age dentro da célula como uma proteina estabilizadora de
microtubulos necessaria para o axonio, levando ao processo de desenvolvimento e migracdo
neuronal no cértex cerebral. FGF13 esta enriquecida nos cones de crescimento axonal e interage
diretamente com os microtabulos. Além disso, FGF13 polimeriza tubulinas e estabiliza os
microttbulos (WU et al., 2012; PURANAM et al., 2015; YANG et al., 2016).

A perda de FGF13 prejudica a polarizagdo neuronal e aumenta a ramificagdo dos
axonios e o processo condutor. A funcdo cerebral e a plasticidade dependem da arquitetura
complexa dos circuitos neurais que sdo estabelecidos durante o desenvolvimento. Defeitos na
morfogénese neuronal, migracédo celular e sinaptogénese do cortex cerebral podem levar a DI,
transtornos do espectro autista e epilepsia. Mutagdes no gene FGF13 podem causar DI ligada
ao X sindromica ou ndo sindrémica, sendo que o gene alterado pode afetar no aprendizado e na
memoria, além de causar DI de leve a moderada (WU et al., 2012; ZHANG et al., 2012;
PURANAM et al., 2015).

¢) Gene MID1

O gene MID1 (OMIM300552), localizado na regido Xp22.2, tem aproximadamente
400 kb de sequéncia gendmica e possui 9 exons (SCHWEIGER; SCHNEIDER, 2003; Jl et al.,
2014). Foi identificado pela primeira vez por Quaderi e colaboradores em 1997, que
descobriram que mutacdes neste gene sdo responsaveis por uma doenga monogénica rara
chamada de Sindrome Opitz BBB/G (OMIM300000) (QUADERI etal., 1997; WINTER et al.,
2016).

MID1 codifica uma ubiquitina ligase E3, proteina associada a microtabulos que
pertence a subfamilia de proteinas motivo tripartite (TRIM) de proteinas de “dedo RING” (do
inglés, RING-finger proteins). A regido N-terminal desta proteina é caracterizada pelo dominio

RING, dois dominios B-box (B-box1 e B-box2) e um dominio de “bobina enrolada” (do inglés,
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coiled coil domain) (HUNING et al., 2013; MIGLIORE et al., 2013). Ha 9 subfamilias de
proteinas TRIM, cada uma se diferencia da outra pela variacdo no seu dominio C-terminal. A
proteina MID1 pertence a subfamilia C—I, consiste do subgrupo C-terminal constituido pelos
dominios fibronectina Il e B30.2. Esta proteina forma homodimeros que se associam a
microtubulos no citoplasma. A func¢do da regido C-terminal de MID1 nédo est4 completamente
entendida, mas sabe-se que contribui para a interacdo proteina-microtubulos e proteina-proteina
(Figura 14) (JI et al., 2014; WRIGHT et al., 2017).

A proteina MID1 é encontrada apenas no citoplasma e tem atividade ubiquitina ligase
que regula a degradacéo catalitica da subunidade da proteina fosfatase 2A (PP2A) através da
interagdo com a subunidade 40 da PP2A. A MIDI1 liga-se a subunidade 4o através do dominio
B-box1, sendo que a associacdo com os microtubulos é conseguida através da dominio C-
terminal B30.2, no qual esta ativo durante o ciclo celular (MNAYER et al., 2006; GRIESCHE
et al., 2016; NAKAMURA et al., 2017). A interagdo MID1-a4 ¢ um ponto focal importante
para o controle da quantidade imensa de processos biolégicos essenciais a niveis celular e
organizacional (FONTANELLA et al., 2008; NICHOLSON, 2017).
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Figura 14. Representacdo esquematica do gene MID1, sua localizacéo e proteina MID1.
Fonte: Adaptado de SCHWEIGER; SCHNEIDER, 2003 e WINTER et al., 2016.

MutacBes germinativas no gene MID1 causam a sindrome Optiz BBB/G, uma
desordem monogénica rara, que envolve malformacdes da linha média ventral incluindo
hipertelorismo, hipospadia, fenda labial e palatina, defeitos cardiacos, anus imperfurado, atraso

no desenvolvimento e DI. O espectro de mutacGes neste gene engloba mutacdes missense,
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mutacBes sem sentido, pequenas insercdes e delecdes, alteracOes sitio de splice, bem como
delecdes de exons (HUNING et al., 2013; MIGLIORE et al., 2013; UNTERBRUNER et al.,
2018). Além disso, o gene MID1 esta associado com desenvolvimento e progressdo de varias
outras doencas incluindo o cancer e doencas neurodegenerativas (WINTER et al., 2016;
UNTERBRUNER et al., 2018).

d) Gene MID2

O gene MID2 (OMIM300204), codifica uma proteina ubiquitina ligase com 83% de
similaridade com a proteina MID1. Semelhante ao gene MID1, o gene MID2 esta localizado no
cromossomo X, mas na regido Xg22.3. Ambos os genes codificam proteinas conservadas
associadas com microtubulos pertencentes a superfamilia de RBCC/TRIM (motivo tripartite de
proteina de “dedo RING”, com dominio B-box e coiled coil), no quais séo caracterizadas pela
habilidade de agir como suporte com multiplas interacbes proteina-proteina. MID1 e MID2
podem justapor funcdes: ambas estdo distribuidas entre os microtibulos de todos os tipos
celulares, ambas interagem com subunidade 40 da PP2A no qual regula o volume nos
microtUbulos e ambas tém atividade ubiquitina ligase E3, com papéis variaveis na homeostase
celular, incluindo sinalizagéo, regulacéo das estruturas do citoesqueleto e progresséo do ciclo
celular (SUZUKI et al., 2010; GHOLKAR et al., 2016; LI et al., 2016).

Quantidade de dose dos genes MID1/MID2 pode ser critica na regulacdo durante o
desenvolvimento inicial, sendo que a expressdo de ambos os genes foi observada em estruturas
craniofaciais embridnicas. Além disso, a expressdo de MID2 € particularmente forte dentro da
porcao anterior do cérebro posterior que dara origem ao cerebelo em um estagio posterior.
MutacBes no gene MID2 tem sido relacionada a DI ligada ao X (OMIM300928), mas também
demonstra uma ampla variedade nas caracteristicas fenotipica (SHORT et al., 2002; SUZUKI
etal., 2010; GEETHA et al., 2014; GHOLKAR et al., 2016; LI et al., 2016).

e) Gene SHANK3

O gene SHANK3, conhecido como Multiplos Dominios Repetidos de Anquirina e SH3
(OMIM606230), localizado em 22g13.3, € um dos trés membros da familia SHANK que
codificam proteinas de suporte que permitem a interagcdo com uma ampla variedade de proteinas
diferentes, conectam receptores de neurotransmissores, canais idnicos e outras proteinas de
membrana ao citoesqueleto de actina e as vias de sinalizacdo acopladas a proteina G

(COSTALES; KOLEVZON, 2015; GORKER et al., 2017; LEE et al., 2017).
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As proteinas da familia SHANK sdo uma das proteinas mais abundantes nas sinapses
excitatdrias neuronais, desempenhando um papel importante na formacao de sinapses e na
maturacdo da coluna dendritica. A familia dessas proteinas é altamente enriquecida em um
compartimento especifico da membrana pds-sinaptica de sinapses excitatorias, conhecido como
densidade pos-sinaptica (PSD) (COSTALES; KOLEVZON, 2015; HARONY-NICOLAS et
al., 2015; LEE et al., 2017).

A isoforma completa da SHANK abriga cinco dominios de interacdo proteina-
proteina, o dominio de repeticdo de anquirina (ANK), um dominio Src homdlogo 3 (SH3), um
dominio PDZ, uma regido rica em prolina e um dominio a-motivo estéril (SAM) (Figura 15).
Através do dominio SAM, as proteinas SHANK podem se auto montar para formar uma
plataforma SHANK no PSD, que desempenha um papel vital na sinaptogénese, manutencao
sinaptica e plasticidade. Através de outros dominios, as proteinas SHANK também podem
formar interacdo direta e indireta com proteinas de suporte adicionais dentro do PSD, com 0s
receptores glutamatérgicos (receptores AMPA e NMDA), com moléculas de adesao celular na
membrana e com componentes do citoesqueleto dentro da pos-sinapse (LEBLOND et al., 2014;
WANG et al., 2014; HARONY-NICOLAS et al., 2015; JARAMILLO et al., 2017).
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Figura 15. Desenho esquematico do gene SHANK3 com representacdo dos exons e
dominios e das ilhas CpG (barras azuis).ANK=dominio de repeticdo de anquirina; SH3=dominio
de homologia Src 3; PDZ=discos de zonas longas; Rico em prolina=regido rica em proling;

SAM=dominio a-motivo estéril.
Fonte: Adaptado de LEBLOND et al., 2014 e COSTALES; KOLEVZON, 2015.

As isoformas de SHANK3 sdo altamente expressas em todas as regides do cérebro
durante o inicio do desenvolvimento pds-natal, sendo que picos de expressao se correlacionam
com um aumento significante na sinaptogénese e maturagdo sindptica, processo critico no
aprendizado e desenvolvimento da memoria. Além disso, h4 uma concentrada expresséo de
SHANK3 no cortex cerebral e cerebelo no humano adulto (COSTALES; KOLEVZON, 2015;
PHILIPPE et al., 2015; GORKER et al., 2017).
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O SHANK3 é um dos genes mais ricos em GC no genoma, apresentando 5 ilhas CpG
(CGIs), na regiao 5’ do promotor e dentro do corpo do gene (CGIs intragénicas), que exibem
um padrdo de metilacdo de DNA especifico numa regido do cérebro (Figura 13). As CGls
intragénicas estdo implicadas na expressdo especifica das isoformas e expressdo tecido
especifica do SHANK3 (ZHU et al., 2013; HARA et al., 2015). Zhu e colaboradores (2013),
observaram que a metilagdo do DNA nas ilhas CpG intragénicas de SHANK3 estava
significativamente aumentada em tecidos cerebrais pos-morte de individuos com autismo,
mostrando o papel causal da metilacio do DNA na alteracdo da expressdo especifica de
isoformas de SHANKS.

O gene SHANKS3 esta localizado na regido critica da Sindrome de Dele¢do 22q13.3,
também conhecida como Sindrome Phelan-McDermid (OMIM606232), caracterizada
clinicamente por AGD, DI moderada a profunda, atraso ou auséncia da fala, TEA, hipotonia e
caracteristicas faciais dismdrficas distintas. (WANG et al., 2014; LEE et al., 2017; TERRONE
etal., 2017).

Delecdes e mutacdes de ponto no gene SHANK3 envolvendo mais exons proximais
tém sido observadas em individuos com AGD, DI e autismo, sendo a haploinsuficiéncia do
SHANK3 e alteragBes epigenéticas no gene também responsaveis por manifestacGes
neuropsiquiatricas (OBERMAN et al., 2015; REIM et al., 2017; TERRONE et al., 2017). Por
outro lado, duplicacdes estdo associadas ao transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade e
desordem bipolar (CHOI et al., 2015; LEE et al., 2017).

f) Gene ILIRAPL1

O gene ILIRAPL1, conhecido como gene da Proteina Acessoria Receptora de
Interleucina tipo 1 (OMIM300206), foi descrito e mapeado na regido Xp22.1-p21.3, por Carrié
e colaboradores (1999). E um gene sinaptogénico e estd localizado distal a0 gene DMD
(distrofina), GK (glicerol quinase) e NROB1 (receptor nuclear subfamilia 0, grupo B, membro
1) e proximal ao gene ARX (homeobox relacionado com Aristaless) (CARRIE et al., 1999;
BERTELLI et al., 2016).

E um gene que contém 11 exons, dos quais 10 exons codificam uma proteina que é um
membro da familia de receptores de interleucina 1, chamada Proteina Acessoria do Receptor de
Interleucina 1 tipo 1 (ILIRAPL1), que pertence a familia de receptores Toll/IL-1.
Estruturalmente esta proteina é formada por trés dominios extracelulares de imunoglobulinas-

like (Ig-like), um Unico dominio transmembrana, um dominio intracelular Toll/IL-1R (TIR) e
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uma longa calda C-terminal que interage com multiplas moléculas de sinalizacdo (Figura 16).
Esta regido C-terminal ndo é compartilhada com os outros membros da familia de receptores
IL-1. Em contraste aos outros membros desta mesma familia, o ILLRAPL1 é seletivamente
expresso em alto nivel nas estruturas cerebrais envolvidas no sistema de memaria do hipocampo
e esta localizado nas sinapses excitatérias com um enriquecimento no compartimento pés-
sinaptico, desempenhando um importante papel na formacdo e estabilizacdo da sinapse
(RAMOS-BROSSIER et al., 2014; LAINO et al., 2016; MONTANI et al., 2017).
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Figura 16. Representacdo esquematica do gene ILIRAPL1 e da proteina transcrita. Os
dominios da proteina estdo apresentados com formatos diferentes.
Fonte: Adaptado de YOSHIDA et al., 2011 e RAMOS-BROSSIER et al., 2014.

A IL1IRAPL1 desempenha papel relevante na diferenciagdo pré-sinaptica e na
formagdo e estabilizagdo da coluna dendritica em neurdnios corticais e hipocampais. Além
disso, a ILLRAPL1 esta envolvida na via de sinalizacdo trans-sinaptica e pode também regular
a formacdo e estabilizacdo de sinapses glutamatérgicas, no qual envolve o glutamato principal
neurotransmissor excitatorio do SNC, entre neurdnios corticais (YOSHIDA et al., 2011;
LAINO etal., 2016; MONTANI et al., 2017). Yasumura e colaboradores (2014), em um estudo
com ratos knockout, revelou que a remocgdo de ILIRAPL1 afeta diversas funcGes cerebrais,
incluindo o aprendizado, meméria, comportamento, flexibilidade, atividade locomotora e
ansiedade, demonstrando que multiplas funcdes cerebrais sdo afetadas por mutagdes neste gene.

CNVs envolvendo o gene ILIRAPL1, se por grandes delecGes envolvendo a regido
gendmica do brago curto do cromossomo X ou pequenas delecBes limitadas ao proprio gene,
bem como mutagdes por perda de fungdo em ILIRAPL1, tém sido responsaveis por formas de
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DI ndo sindrdmica e também pelo autismo (FRANEK et al., 2011; YASUMURA et al., 2014;
RAMOS-BROSSIER et al., 2014; LAINO et al., 2016). Montani e colaboradores (2017), em
seu estudo usando culturas neuronais primarias e ratos knockout para a caracterizacdo do papel
de ILLIRAPL1 na regulacdo da morfologia do dendrito, demonstrou em ratos e in vivo, uma
funcdo nova especifica do gene na regulacéo da morfologia do dendrito, indicando que delecGes
no gene, além de alterar sinapse, também podem alterar o desenvolvimento dos dendritos,
ajudando com isso a clarear como as mudancas nas vias reguladas por ILIRAPL1 podem levar

as desordens cognitivas.

g) Gene DMD

O gene da distrofina (OMIM300377), também conhecido como gene DMD, é um dos
maiores genes do genoma humano com 11 kb (0,6%) de sequéncia codificante, abrange em
torno de 2,2 Mb de tamanho, esté localizado na regidao Xp21.1 (BASKIN et al., 2014; OKUBO
et al., 2016). O DMD codifica uma grande proteina do citoesqueleto contendo um dominio N-
terminal de ligacdo de actina e vérias repeticdes de espectrina, sendo que esta proteina
codificada forma um componente do complexo distrofina-glicoproteina (DGC) que faz uma
ponte entre o citoesqueleto interno e a matriz extracelular (UCSC Genome Browser).

Este gene possui no total 89 exons e sete isoformas, sendo que sua isoforma maior
(Dp427) consiste de 79 exons e 3685 residuos de aminoécidos. Além da isoforma maior, este
gene ainda possui mais quatro isoformas principais: Dp260, Dp140, Dpl16 e Dp71. A
expressao dessas isoformas € conduzida por promotores especificos para o cérebro, masculo e
retina, portanto a expressao de cada uma das isoformas € direcionada para tecidos especificos.
A isoforma Dp427 é subdividida em trés isoformas, sendo que a Dp427M pode ser expressa
em mausculo esqueléticos e cardiaco, a Dp427B pode ser expressa no cerebro e, finalmente, a
isoforma Dp427P pode ser expressa nas células de Purkinge. Além disso, a isoforma Dp260 é
guase gue exclusivamente expressa na retina, enquanto que a isoforma Dp140 é expressa no
cérebro, retina e rim, e a isoforma Dp116 € expressa somente em nervos periféricos do adulto.
Por fim, a menor isoforma, Dp71, é expressa na maioria dos tecidos, tais como cérebro, retina,
rim, figado, pulmé&o e coracdo, mas ndo € expressa no musculo (Figura 17) (DE BROUWER et
al., 2014; BANIHANI et al., 2016; RICOTTI et al., 2016; NCBI).

No mdasculo, a distrofina € essencial para a manutencao da integridade estrutural da
fina camada do tecido conjuntivo que envolve a fibra muscular, conhecida como sarcolema.

Nos neurdnios, o complexo de glicoproteina associada a distrofina estd envolvido no
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agrupamento pdés-sindptico dos canais de ions e dos receptores de membrana pos-sinaptica
durante a sinaptogénese. A presenca de distrofina e do DGC em sinapses de &areas cerebrais
distintas como o cortex cerebral, o hipocampo e o cerebelo, sugerem que a perda de funcao
pode ser responsavel pelo déficit cognitivo associado a mutacées em DMD (DE BROUWER et
al., 2014; GAO; MCNALLY, 2015).
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Figura 17. Organizacao genémica do gene DMD e representacao das isoformas.
Fonte: Adaptado de RICOTTI et al., 2016.

Mutac¢6es no gene DMD estdo associadas com uma classe de doencas conhecidas como
distrofinopatias, que sdo definidas como um conjunto de patologias neuromusculares
debilitantes, incluindo a Distrofia Muscular de Duchenne (OMIM310200), a Distrofia
Muscular de Becker (OMIM300376) e a Cardiomiopatia dilatada ligada ao X (OMIM302045).
A Distrofia Muscular de Duchenne é uma doenca hereditaria ligada ao X, é caracterizada pela
degeneracdo muscular progressiva e graus variaveis de comprometimento cognitivo. Individuos
com BMD compartilham sinais e sintomas similares a DMD, mas estd associada com curso
clinico mais ameno, inicio tardio e progressao mais lenta da doenca (COTTRELL et al., 2010;
GAO; MCNALLY, 2015; FUJIMOTO et al., 2017).

h) Gene PAK3

O gene PAK3, conhecido como gene da Proteina Quinase Ativada por p2l
(OMIM300142), presente em XQg23, é expresso em diferentes regides do cérebro. Este gene
codifica uma proteina serina/treonina quinase que pertence ao grupo | da familia PAK (quinase
ativada p21). A familia PAK age a jusante (downstream) a familia Rho GTPases (Rac/Cdc42),
que regula multiplos caminhos de transdugéo de sinal, além de estar envolvida no controle de

maltiplos processos intracelulares, incluindo proliferacdo, progressdo do ciclo celular e
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remodelacdo do citoesqueleto (MAGINI et al., 2014; HERTECANT et al., 2017,
RENKILARAJ et al., 2017).

A PAKS3 ¢ caracterizada pela presenca de motivos N-terminal ricos em prolina, que
mediam a associacdo com varias proteinas que contém o dominio SH3, um dominio N-terminal
p21 GTPase ligante (PBD), que confere ligacdo as pequenas GTPases (Cdc42 ou Rac), e um
dominio C-terminal proteina quinase (Figura 18) (HOFMANN et al., 2004; REJEB et al., 2008;
VAN DEN BROEKE et al., 2010; RENKILARAJ et al., 2017).

RP PBD Proteina Quinase
il

Figura 18. Representacdo esquematica da proteina PAK3. RP=motivos ricos em prolina;
PBD=dominio N-terminal p21 GTPase ligante; Proteina Quinase=dominio C-terminal proteina quinase.
Fonte: Adaptado de VAN DEN BROEKE et al., 2010; RENKILARAJ et al., 2017.

A PAKS esta envolvida na morfogénese, aperfeicoamento e controle homeostatico da
coluna vertebral durante o desenvolvimento, na formagé&o de sinapses neuronais, na plasticidade
sinaptica, bem como na regulacdo da dindmica do citoesqueleto (PEIPPO et al., 2007; BODA
et al., 2008; MORROW et al., 2008; DUBOS et al., 2012). Além disso, estudos feitos por
Renkilaraj e colaboradores (2017), analisando a expressao de PAK3 em células
oligodendrogliais e os impactos da perda de funcdo de Pak3 no desenvolvimento de
oligodendrdcitos e mielinizacdo, conseguiram demonstrar que o gene PAK3 é altamente
expresso em precursores oligodendrocitos, regulando a diferenciacdo destes precursores.

O gene PAK3 é critico nas funcBes cognitivas e foi descoberto por Allen e
colaboradores (1998) como um gene causador de DI ligada ao X. Mutacdes por perda de fungéo
neste gene estdo associadas com DI n&o sindromica ligada ao X (OMIM300558), no qual
pacientes afetados apresentam DI acompanhada por desenvolvimento cerebral grosseiramente
normal ou com algumas alteracGes estruturais e poucos outros sinais ou sintomas (HOFMANN
et al., 2004; HERTECANT et al., 2017; RENKILARAJ et al., 2017). As causas da DI em
pacientes com mutacfes em PAK3 ainda ndo estdo totalmente identificadas, apesar de ser bem
aceito que mutacOes por perda de funcdo neste gene alteram a densidade e morfologia

dendritica, afetam a organizacdo e conectividade dos circuitos cerebrais, além de afetarem o
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desenvolvimento de algumas estruturas cerebrais (DUBOS et al., 2012; MAGINI et al., 2014;
VERPELLI et al., 2014; RENKILARAJ et al., 2017).

As CNVs de perda, identificadas pelo filtro reduzido, estdo localizadas em regides
presentes nos Cromossomaos 7, cromossomo 22 e cromossomo X, sendo 86,6% destas CNVs de
perdas encontradas no cromossomo X. Diversos autores demonstraram que, varias mutacdes
em genes localizados no cromossomo X podem causar DI sindrémica ou DI ndo-sindromica
(PITON et al., 2013; VERPELLI et al., 2014) e mais de 100 genes presentes no cromossomo
X estdo associados com deficiéncia intelectual ligada ao X (TZSCHACH et al., 2015). Das 15
CNVs de perda identificadas nos 12 pacientes com DI, 14 delas estavam presentes em regides
intrénicas dos genes correspondentes e uma CNV de perda presente em 22g13.33 englobava os
exons 1, 2 e 3 do gene SHANKS3.

A presenca de CNVs de perdas nas regides intrénicas pode ocasionar uma ruptura no
ponto de ramificacdo ou na regido préxima aos potenciadores ou silenciadores de splice
intrénicos, prejudicando o processo de splicing, comprometendo o correto funcionamento dos
MRNAs afetados. Nossos achados estdo de acordo com os dados recentes e divulgados na
literatura, que tém reportado o efeito deletério de mutacdes e pequenas perdas ou ganhos
presentes em regides intronicas sobre o complexo processo de splicing, sendo ele constitutivo
ou alternativo. Sendo assim, qualquer alteracdo neste processo pode levar a prejuizos funcionais
do mRNA e, consequentemente, uma escassez de proteina funcional, que pode resultar em um
metabolismo inapropriado e/ou funcdo celular ineficiente, podendo ocasionar doencas
genéticas (GRODECKA et al., 2017; VAZ-DRAGO et al., 2017; SU et al., 2018).

A robustez e cobertura em todo o genoma dos marcadores polimérficos e nédo-
polimorficos presentes no GeneChip® CytoScanHD™ utilizado no CMA, estabelecidas pela
guantidade de marcadores e a distancia entre eles, permite, além de uma analise mais precisa e
informativa, uma confiabilidade nos resultados obtidos, mesmo quando esta analise é feita com
filtro reduzido. De acordo com Nowakowska e colaboradores (2017) e com Harel e Lupski
(2018), CNVs muito pequenas podem ser clinicamente importantes e pequenas variantes
presentes somente em sequéncias intronicas podem ter efeito na inativagdo do gene ou na
modulagéo da expressao do gene e na sua funcao.

Dos casos analisados com filtro de tamanho reduzido, todos apresentaram uma
cobertura de marcadores distribuidos na regido analisada <1.000 pb, demonstrando uma ampla
robustez na analise e uma confiabilidade nos resultados obtidos. A redugdo do filtro de tamanho

foi uma alternativa para os pacientes com DI analisados pelo CMA, permitindo a identificacdo
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de CNVs muito pequenas que abrigam genes importante relacionados a DI, explicando os sinais
clinicos apresentados pelos nossos pacientes.
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8. CONCLUSAO

A deficiéncia intelectual € um sinal fenotipico que se manifesta concomitantemente
com outras caracteristicas fenotipicas, demonstrando ser uma condi¢do fenotipicamente e
genotipicamente complexa e heterogénea.

No presente estudo, a aplicacdo de metodologias biotecnoldgicas recomendadas como
de primeira escolha no diagnostico de pacientes com DI, TEA e ACM, permitiu um aumento
de 64,5% no diagndstico genético dos pacientes incluidos no estudo. Além disso, a reducéo do
filtro de diagndstico, utilizado na metodologia de CMA, foi Gtil na identificacdo de CNVs muito
pequenas presentes em regides intronicas de genes relacionados a DI. A aplicacdo do
sequenciamento de Sanger para identificacdo dos pontos de quebra destas CNVs muito
pequenas, ndo permitiu chegar a uma analise conclusiva.

Sendo assim, foi possivel:

* |dentificar alteracBes numéricas e estruturais pelo cariétipo com bandeamento GTG, em
57,2% dos pacientes com DI clinicamente diagnosticada. Assim, o cariotipo continua sendo
uma metodologia de triagem importante para o diagnéstico laboratorial da DI, sobretudo para
os relacionados com sindromes bem estabelecidas e conhecidas. Além disso, a viabilidade do
cariotipo por bandeamento GTG pelo SUS, reduz os custos do uso de novas metodologias e,
portanto, facilitaria o acesso dos pacientes que realmente necessitam de testes mais resolutivos,
como o CMA.

» Detectar alteracbes gendmicas estruturais presentes em regides que abrigam genes
relacionados ao sinal fenotipico da DI e de sindromes recentemente identificadas. Portanto, com
0 CMA foi possivel aumentar o diagndstico em 29,8% dos pacientes com DI, com um
incremento de 7,1%, permitindo chegar a um diagndstico genético em pacientes que
apresentavam o cariotipo por bandeamento GTG sem alteracdo, comprovando ser uma
excelente metodologia de analise de rearranjos estruturais pequenos que estao relacionados com
a manifestacao clinica deste sinal.

* Verificar, através da anélise do CMA com reducéo do filtro de tamanho, em 45,7% dos casos
selecionados, a presenca de CNVs em regides que contém genes relacionados a DI, com o
incremento na taxa de diagnostico de 12%, permitindo o entendimento de que a reducdo do
filtro de tamanho pode ampliar o espectro de identificacdo de CNVs presentes em regides que
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abrigam genes que sdo implicados com a manifestagdo clinica da DI, aumentando assim a
possibilidade do diagndstico genético.

* A identificacdo dos pontos de quebra, por Sequenciamento de Sanger, das regides de CNVs
de perda identificadas pelo o filtro de tamanho reduzido, ndo foi eficiente muito provavelmente
devido ao mecanismo de reparo, dificultando o sequenciamento exato do ponto de quebra
devido a formacéo de sequéncias espurias de alta similaridade com outras regiées do genoma
(APENDICE 1 e 2). A clonagem pode ser uma estratégia que permitira um melhor
entendimento de todo o mecanismo que culminou na formacgéo das CNVs de perda.

Avancos biotecnoldgicos estdo permitindo um aumento no diagndstico genético da DI
e outras comorbidades e promovendo uma compreensdo mais ampla dos aspectos genéticos
relacionados a essas afec¢des, propiciando a identificacdo de novos rearranjos, mecanismos e
genes que sdo responsaveis pela manifestacao clinica deste sinal.

Finalmente, em decorréncia desses avangos, atualmente o0 manejo adequado dessas
familias € mais amplo, com a possibilidade de acesso a diversas terapias que podem melhorar
a qualidade de vida da crianca e de acesso ao aconselhamento genético, que proporciona uma
melhor compreensao das causas genéticas deste sinal fenotipico presente em suas criancas, as
implicacdes familiares da contribuicdo genética para o aparecimento da doenca e também a

chance de recorréncia, caso queiram ter outros filhos.
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ANEXO 1-TCLE DO PROJETO

Titulo do Projeto: Investigacdo das Causas Genéticas e Gendmicas do Retardo Mental
Autossdmico

Pesquisador Responsavel: Dr. Aparecido Divino da Cruz

Nome (sujeito da pesquisa): ,
RG/Certiddo nascimento :
Naturalidade , Idade ,
Endereco )

Neste ato representado por mim:

Nome dos representantes legais:

Pai '
Naturalidade , Idade ,

Estado Civil , Profissdo ,

Endereco
Mae
Naturalidade , ldade ,

Estado Civil , Profissdo ,

Endereco

Esta sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado: Investigacdo das Causas
Genéticas e Gendmicas do Retardo Mental Autossémico cujos objetivos e justificativas sao:
propor a investigacdo genética do paciente com indicacdo clinica de retardo mental, visto que
o diagnostico de um paciente com essa sindrome estabelece uma oportunidade valiosa de fazer
estudos na familia, identificando outros afetados e portadores, e de realizar um aconselhamento
genético eficiente permitindo a prevencgédo de novos casos, possibilitando assim, um tratamento
especifico, diminuindo o impacto econémico, social e pessoal que esta sindrome acarreta.

Os critérios de inclusédo sdo: pacientes encaminhados ao Nucleo de Pesquisas Replicon
e LaGene com indicacdo clinica de retardo mental, acompanhados dos pais biol6égicos que
concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os critérios de exclusdo sdo: individuos maiores de 18 anos, com indicacdo clinica de
retardo mental, que ndo concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido,

Ou menores, cujos pais biologicos ndo aceitarem a participacao do(a) filho(a) neste estudo, ou
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que ndo assinarem o TCLE, ou ainda, pacientes que apresentarem outras doencgas genéticas ja
diagnosticadas.

A minha participacédo no referido estudo sera no sentido de permitir a doagédo voluntaria
de uma amostra de sangue de meu(minha) filho(a) bioldgico(a) para colaborar com o
diagnéstico do retardo mental, juntamente com uma amostra, doada voluntariamente, de meu
sangue para comparagdo com a finalidade de d
eterminar causas genéticas e sua hereditariedade.

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

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos
e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, e 0s resultados
positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizagdo. Durante a coleta do sangue,
vocé podera sentir uma dor leve a moderado, em decorréncia da aplicacdo da agulha. Podem,
também, ocorrer a formacgdo de hematomas que ndo sao comuns, e caso iSSo ocorra, VOCé sera
imediatamente encaminhado (a) ao Servico Médico da Pontificia Universidade Catolica de
Goias (PUC-GO).

Estou ciente de que a minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer
outro dado, ou elemento, que possa, de qualquer forma, me identificar, sera 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 responsavel, 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
atodas as informagdes 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 0 aqui mencionado e compreendido a natureza e o
objetivo do ja referido estudo, autorizo a participacdo de (nome do sujeito da pesquisa)

na referida pesquisa, e

manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que ndo ha

nenhum valor econdmico, a receber ou pagar.
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No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participagdo na pesquisa,
havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira, caso ocorra algum
dano decorrente da minha participacdo no estudo, serei devidamente indenizado, conforme
determina a lei.

Goiénia, de de201_ .

(nome e assinatura do Pai)

(nome e assinatura da Méae)

Pesquisador Dr. Aparecido Divino da Cruz
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ANEXO 2 - TCLE DO DECIPHER

DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources Banco de Dados de Desequilibrio Cromossémico e Fen6tipo em seres
Humanos utilizando o Ensembl
Uma iniciativa de colaboracéo para atribuir fenotipos a locos no mapa genémico
humano

O banco de dados DECIPHER de desequilibrio cromossémico submicroscépico recolhe
informac0es clinicas sobre microdele¢es cromossdmicas/ duplicagdes e inversdes e exibe
esta informacdo no mapa do genoma humano, com 0s seguintes objetivos:
» Aumentar o conhecimento médico e cientifico sobre microdelecdes cromossémicas/
duplicacdes e inversoes.
* Melhorar a assisténcia méedica e aconselhamento genético para os individuos/familias
com desequilibrio cromossémico submicroscépico.
* Facilitar a investigacdo sobre o estudo de genes que afetam a salde e o desenvolvimento
humano.
Informacdes adicionais sobre o banco de dados DECIPHER de microdele¢es/duplicagdes/
inversdes cromossdmicas estdo disponiveis na Internet em: http://decipher.sanger.ac.uk.

Termo de Consentimento

Eu dou permissio no meu nome/ no nome do meu filho(a)
............................................................................................. (insira 0 nome da pessoa)

NasCido(@) eM ........c.iviiiei e, (insira data de nascimento da pessoa)

para o(a) Dr(a)/Prof(a) APARECIDO DIVINO DA CRUZ do NUCLEO DE PESQUISAS
REPLICON, R. 235, n.40, Area IV, Bloco L, Setor Universitario, Goiania-GO.

para enviar:

* Dados clinicos andnimos sobre mim/ meu filho(a) para o banco de dados DECIPHER: SIM / NAO
(por favor, circule sua opcao) ~

* Fotografias minhas/ do meu filho(a) para o banco de dados DECIPHER (opcional): SIM / NAO

(por favor, circule sua opgao)
* Eu li o folheto explicativo “Bem-vindo ao banco de dados DECIPHER - Informagdo para as familias”: SIM  /
NAO (por favor, circule sua op¢éo)

Eu entendo que:

0 Meu nome/ 0 nome do meu filho(a) ndo sera publicado.

o O material seré colocado no site DECIPHER em http://decipher.sanger.ac.uk.O site serd

visualizado e usado por médicos (principalmente os geneticistas clinicos) e cientistas

(principalmente citogeneticistas e biélogos moleculares).

o O site DECIPHER pode ser acessado por medicos e cientistas que trabalham em paises

fora da Unido Europeia, por exemplo EUA, Canada e Australia. A legislacdo de protecdo de

dados é uniforme em toda a Unido Europeia, mas pode variar em paises nao pertencentes a

UE.

0 Dados resumidos e totalmente andnimos depositados no DECIPHER poderdo ser
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visualizados através de navegadores gendémicos disponiveis publicamente na internet e serdo
acessiveis a outros paises.

0 Os organizadores do DECIPHER néo podem aceitar qualquer responsabilidade legal pelo
uso indevido de informacoes.

0 Qualquer fotografia sera protegida por senha e ficara disponivel somente para os médicos
/clinicos citogeneticistas membros registrados do Consércio DECIPHER.

Data da ASSINATUIA «eveeee e ettt e e et e e e e e,

Assinatura do(a) biomedico(a) geneticista/ conselheiro(a) geneticista solicitante do

The Wellcome Trust Sanger Institute, Wellcome Trust Genome Campus,
Hinxton, Cambs CB10 1SA, UK Tel: +44 (0)1223 834244. Fax: +44
(0)1223 494919 www.ensembl.org/helpdesk/

Cambridge University Dept of Medical Genetics, Box 134 Addenbrookes
Hospital, Cambridge CB2 2QQ, UK Tel: +44 (0)1223 216446 Fax; +44
(0)1223 217054
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APENDICE 1 - BLAST DOS PRIMEIROS PRIMERS E DOS
RESULTADOS DO SEQUENCIAMENTO

Gene CNTNAP2

Primer F

Homo sapiens contactin associated protein like 2 (CNTNAP2), RefSeqGene on chromosome 7

Sequence ID: NG_007092.3 Length: 2309998 Number of Matches: 1

Range 1: 742274 to 742293 GenBank Graphics

Primer R

Homo sapiens contactin associated protein like 2 (CNTNAP2), RefSeqGene on chromosome 7

Sequence ID: NG_007092.3 Length: 2309998 Number of Matches: 1

Range 1: 765863 to 765882 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

CAGGAATGCCAATGATGTIG 20
Shier '42&1'“&.\661\:\]9&9. ATGATGTTG 742293

Score Expect
40.1 bits(20) 0.34

Identities Gaps Strand
20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus

Query 1 TGCATGGGTATGACAGAGGA 20
v 7osbbt TECAIGEE b acacacaa esses

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens BAC clone RP11-770K15 from 4, complete sequence
Sequence ID: AC097533.2 Length: 174696 Number of Matches: 2

Range 1: 88755 to 89037 GenBank Graphics W Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
438 bits(237) le-118  268/283(95%) 1/283(0%) Plus/Minus

Query 24 GCAGGTCTTGT-AAGACACTATATTTACTCATGATCTIGCCTGCAAGATGTGGCTTCCTT 82
] ] T
swiee 5903 Al AL A L b rereacaaceTecerTeetT sss7s
Query 83 Ta'rcc‘rc-\mu-\oc_-\‘r-x-\?cccc«\'r-\occ-\c.ccc.cc;nrrc..-\ccrm-\cﬁx.-\crcm 142
\
Sbicx ssJJJ AR L R A WAL M e scerraacrascrere ssos
Query 143 A.t%C\ATAG%TGGCACAGCTC -\TGA.-\T-L-\.-\TGATCCAGTCCCCTGTI‘ATCA.-\GTGGAC.-\G 202
gt AN AR L L AL
Sb,n sagt AANANEY ACACAC AR erorrrresscTocacac sssss
205 TTCTGGAAGACATTATGCAGATTTCCCAGTGGAATCAAGTATCTTACTGCTCATAGCAGT 262

Homo sapiens BAC clone RP11-770K15 from 4, complete sequence
Sequence ID: AC097533.2 Length: 174696 Number of Matches: 1

Range 1: 88843 to 89076 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
411 bits(222) 2e-110 230/234(98%) 0/234(0%) Plus/Plus

AATGTCTTCCAGAACTGTCCACTTGAS ACTGGATCATTTATTCATGAGCTG 132
St ssﬁl;| Lxl-x.-ﬁ‘ %&édagﬁclrojru&&rc -\L\Mﬁdg-\rc_-\m-\nc-\mmc 35902
Querr 133 TGCCATCTATTGTTTCAGAGTTAACTCAAGGTCATAATGCCCCCACCCTCTGGGGCTTAT 192
suie 305 TALAHLHE LA UP U Bl e acrererocaacrraT sssee
Query 199 GCTTGCATGAGGATAAAGGAAGCCACCTCCTACALACAACATCCTGTGTAAAGATCTTGT 252
sa.« soddd AL AL MU DI e erareransearcrrar sz
AGATCTGCCCACTTGAGAGTGATCTGTCCACTGCTGCAGCTCAACAT 306

St sséu Wb S AL AR M S errscraereamaceact sevss 5""‘ g J‘l [A“"'"“"—*I‘I Miereecdiihehelero il racacasereascar sns
Query 263 GATCCCT: {T‘\.‘\CATGC‘CAT-\G\T-\GGGCTTTT!TCCTT”CCT 305
s 35797 QAL LR rrrrecrrrreer so7ss
Gene SHANK3
Primer F Primer R

Homo sapiens Chromosome 22q13 Cosmid Clone n66c4, complete sequence
Sequence ID: AC000050 22 Length: 42167 Number of Matches: 1

lang- 1: 1748 to 1767 GenBank Graghics
Expect Identities Gaps. " Strand
@,g 1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

GATCTGCTCACCTTGGCTIC 20

Querr 1 G A
swree 1746 Sdretdiditdrocerre e

Homo sapiens Chromosome 22q13 Cosmid Clone n66c4, complete sequence
Sequence ID: AC000050 22 Length: 42167 Number of Matches: 26

Range 1: 15807 to 15825 GenBank Graphics W Next Match

Score Expect Identities Gaps. Strand

38.2 bits(19) 1.3 19/19(100%) 0/19(0%) Plus/Minus
Query 1| GTGCACGCATGCAATCACT 19

Stz 'SéJ ‘cl.'rcc -\CG(L.]. ‘*‘G‘CMTC:\CT 13807

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens BAC clone RP13-492P3 from 7, complete sequence
Sequence ID: AC0B0064 6 Length: 82149 Number of Matches: 1

Range 1: 13418 to 13000 GenBank Graghicz

Score “Expect  Identities “Gaps Strand
843 bits(456) 0.0 474/483(98%) 0/483(0%) Plus/Plus
Quesy 16 at,uoc‘rcuocc«o AAAGGAGTGATTTTTACTGAGATTCTTTIGGTCTTTCCAT 22t
Sbjee 1. 311 ”& AGATAGCA mc.ueocé&lr’c_‘\oc A ‘\ern‘tmcm.xﬂcm'mercmcur 13477

Query 222 TATGATI'CG.A\.A\GA\TGGCTGCT ACAACTCTGGTTATTATCCATGTTCCTGAAATTAAGAGT 251
Shyer xJ 'Lxl,\'rc. G&Armc‘}cal-\LumQ.Lc.‘ﬁi\‘x‘r,\rt&rjorrccmmnumm 13337
Querr 252 AAGGGTGAAGTGCAAAATAGCATCTCTCAGTCCCTCTTTAAGCTATTTTGAACAGGCTTT 341
soe 1353 BT AL U U i erarrrreascacterrr 1335
,4. GGTCCCCATTACTCCACTACAATGACTCTTGTTAATGTCACTTACAATCTCTTTCTTATC 401
swee 13894 e recdeli bl LU erd it erd i casrererrrermarc 1o
Query 402 AGACCCAATAGTTATGCCGCTGTCTGAATCTTACTTGACCTCTCAATGTTATTITAACAAT 461
stiee 13429 HE ML L A e ssroTrarrrascasr 157
Querr 462 GTCAACCATTCTGTCTTTCTTGAAACATTTTCTITICTIGGTTTCATGACTTCTAATTIT 521
stiee 13714 AR L I e e srcacTreraarrrr -
Query 522 CTTTGTTTGTAACTGGCAGACCCTTCTCAGTCTTCTTAACTGAATTCTCCATTTGTGCTC 381
st 1574 Crrret Rl A A A e arrerccarmrorecte 1ssr
382 AAGTTGTATTAGTAACGCTIGGTCATTGTGTCCCTTCTCTATTIGTATGTCCCTGAGTGA 641
Sbyee sl A A SR A G e TareTeccToacTaa 1385
Query 642 TTG 644
stiee 13494 TTG 13900

Homo sapiens BAC clone RP13-492P3 from 7, complete sequence
Sequence ID: AC030064 6 Length: 82149 Number of Matches: 1

Range 1: 13234 to 13691 GenBank Graghics
Score Expect Identities Gaps Strand
758 bits(410) 0.0 443/458(97%) 5/458(1%) Plus/Minus

Quéry 172 GTAAGATTCAGACAGCGGCATAACTATCGGGTCTGATAAGAAAGAGATTGTAAGTGACAT 231
Shier 13491‘ QTL‘&AM-\CAGCGGCAJIJLKT\T}G%‘G'} G\T\.-\H-{.ur.-\c.«\rmrummmr 13632
Querr 232 TAACAAGAGTCATTGTAGTGGAGTAATGGGGACCAAAGACTGTTCAAAATAGCTTAAAGA 291
Sbre 136."1J Hl‘&“'.k‘\é US‘T é.‘\ll‘.fGT'\Gl} Ll T‘\ATM L‘CC‘\.\.\G&H &ﬁc«\.u.*nﬁc‘rr AAAGA 13572
GGGACTGAGAGATGCTATTTIGCACTTCACCCTTACTCTTAATTTCAGGAACATGGATAA 351
Sbre 145"‘ évGG{\CT&I 84 I-\A'GCT\’%&A‘CTTC.&C‘Aéhmm&-\%{.‘%&-\&-\TﬁG%TM 13512
Query 332 TAACTGGAGTTGTAGCAGCCATCTTCGAATCATAATGGAAAGACCAAAAGAmmmA 411
Sbyee la:ll‘ QW“M%i\MA&&T&CGJMLMMMMMTMTA 13432
Query 41. AGCTGCTATCTCTGGACTTCTTAAGTGTTATACCCTAT 471
Sbjer 1:4:1‘ I:\[, \:\T&\CU&H'&\CGGCHGAGCTGC‘HAJ&T&GGKH&‘!TAAGTG‘H"\T'\THT\T 13392
T 472 ATGTCCTATATTTAATGAAACCTTTCTTGCAGCATAAAAATATATCCTGTACAACCAAAC 331
Sbjez 13391 /! [‘l'(i'l’CC'lJ kHMTGMCﬂ"Jm 3 ‘A&ALFM\M'AATATCCTGTAQ\ACCA.\M 13332
Quearr 332 AACACA TiTGG(TCTGT.-\TCCTAETﬂ' TCAGCTTTCACTTTGA-TAAAAAATAG-CTGG 389
Sbyer 13351 .-u\c.;c. % %GGTAPC& *TI'CT : ‘Gé‘H’f(_%CT’Tlf&A.-\TAA.MT-\GGﬂGG 15272
Query 390 GTGTG-C+ GC'HATGCCCGT.L'\T(C-'\SC-\CTITGGG\ 624
Sbier 13271 ‘ IéTGTG&I ‘\TGCCCG'IJ:\ATCCC:\GC.‘\UTTGGGA 13234
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Gene DMD

Primer F

Homo sapiens dystrophin (DMD), RefSeqGene (LRG_199) on chromosome X
Sequence ID: NG_012232 1 Length: 2227382 Number of Matches: 1

Range 1: 620825 to 620844 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps. Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus

CCCCTTAAATCAGGGGTATG 20

Shjer mguly ‘ ‘C‘l"ll A.LAL}&L‘GGGGTA\TG 620825

Primer R

Homo sapiens dystrophin (DMD), RefSeqGene (LRG_199) on chromosome X
Sequence ID: NG_012232.1 Length: 2227382 Number of Matches: 3

Range 1: 619032 to 619051 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

'GCTGAATTGACCCCTTIC 20

Sbjer mMJH&f L E eceerrre sisont

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens chromosome 3 clone RP11-694115, complete sequence

Sequence ID: AC135506.3 Length: 174363 Number of Matches: 1

Range 1: 80448 to 80890 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps. Strand
710 bits(384) 0.0 425/443(96%) 9/443(2%) Plus/Minus

CCTTGATGTGCCCTCCA-AAG-AGGGGAAGACC-TT-C-GG 183
shis o sl S R R crerccemaacearmacace s

84 AACCAGCTACCCAAAGTGAGGAGTCTGGGGAACAAGATG! AAATCAL-\GGTCACT AGGATC 243

Sbm.;&:yé. lCC‘ -‘\&&CE\:\.—\&T&-{ML& re: ‘G[Ggém‘\it-\‘ ‘ ‘-\Ll' AAGTCACAGGTCACTAGGATC 80771

Query 244 TT'\.-\G.‘\GGG-\T-\.-\GGG-\CTGGG—\.-\TAC%GATCCTTGGGTFCTTGAGGG:\:\TGGG:\GTCTA 303
e s A

TCGT AGGTCCTH AAGTCTGTGTCTCACATGCAGGCCCCAGAA 363

AGCCCTGAGGE
sb,ﬂ o b LR TR H&lﬂé%‘c‘{‘#&&hﬂ”'%&i CACATGCAGGCCCCAGAA 80651

oca Wit 1‘1‘1'1' CTGGC‘ITGACTH’GCCC.-\ 425
Sb;c: BOJJ J I lJ\‘Gé&CThJ ué&G‘E&'}M—L 16 ‘yé&g'l"—\'fn% ! -\CI'GGCTTG:\CTITGCCC‘\ 80391
CTGGTGCCCATTGGTGCCTCATGCCCTGTAGT 483

e R eecresmoccemomcn st

434 ATGA *C.-\’ITGTCCTGCT{'!’AT{‘ AAACCTAGGTCAGTGGTGTGGATGTC. TG 343

::»M UrdlelHerdtretrr i iiedr e idiebétélaroteacaactorocate sot

GGTGGTGGTAGGGATGGATAGGA 366

Sbjee solJ J I&GT&GIH&JH-\&G‘-\TGG ATAGGA 80448

Gene ILIRAPLI

Primer F

Homo sapiens interleukin 1 receptor accessory protein like 1 (IL1RAPL 1), RefSeqGene on chromosome X

Sequence ID: NG_0082922 Length: 1375337 Number of Matches: 1

Range 1: 717310 to 717329 GenBank Graghics
Score Expect Identities. Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus

GAGTAATGCGGGTGTGTCCT 20

N 117

Homo sapiens chromosome 3 clone RP11-694115, complete sequence

Sequence ID: AC135506.3 Length: 174363 Number of Matches: 1

Range 1: 80524 to 80741 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
155 bits(171) 2e-33 171/221(77%) 14/221(6%) Plus/Plus

v 126 ATGTCTTACTAGAGGGCAAGAAGGACGATIGGGG----GGAGAGAGAAAAGGCAACCCTC 181
J1JILL LI L) L JULLLY
Sbjez SO:Zl ATGTJC:\'IJ AL&GGGC\{'&A&&CACQ\A’IJ&&C-\CCAGGAG:\G:\--:\GGGCA:\CCCTC 80350

QLG HCELHELE L e dd et rreaccaartaccactera somu

182 ACTGACCACATGGGAAAAGTCAAGGCAGGCGAAAATGGAGGACCAGCTGCGAATGCAGGG 241

Quer 1
Sbier soddt AP LU LU JLEAER L LM Mo accaceracceatacaces sosw
Query 242 GAAAGGGGTTTTCTGAGACCTGAATGTGA-AAAAAGACTTCCCAAT 222222222222 298

svie sodd QMGG TeEddddiEd retdabledcheacTrecearrecacaaccraceac s

-\.-\ -GATTAAACT-CCAATCCCTCAA-AACCCAAGGAT 333

Quesy 29 ¢
Shier 80 Dl‘ Jid' ”‘GAHA&:\CTCC&-{WACCTC&AGAACCI‘_-\.-\GGAT 80741

Primer R

Homo sapiens interleukin 1 receptor accessory protein like 1 (IL1RAPL1), RefSeqGene on chromosome X

Sequence ID: NG_008292.2 Length: 1375337 Number of Matches: 4

Range 1: 746758 to 746777 GenBank Graphics ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20({0%) Plus/Minus

TGGAATTGCTGGGTCAAAT 20

sb,m E Lu?éwc&i{a“&_l}smfcxur 746738

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens BAC clone RP11-358M3 from 7, complete sequence
Sequence ID: AC092637.2 Length: 126643 Number of Matches: 1

Range 1: 44673 to 45061 GanBank Graphics
Score Expect 1dentities Gaps Strand
689 bits(373) 0.0 384/389(99%) 1/389(0%) Plus/Minus

Quzty 69 \TA. CTCTTTCATAACGGAGTCAGAAA 127
— T T rermmscmmsarenaas sz
e R T T i e crmacmacromcarace. oz

'GTGCTAAGAACTGTGGTGGC 187
Querr 188 AGAAAGGACAGGGTAATCT TI'C.A.-\.!ACC. TCAGAGGGGGCTAGCAATTGAAAGATGCTTA 247
St o e e romscatocren e
GCATGTGGCTAGCCAGTTAGAATGGTGATCATTAAAAG 307
ne. o b A rcoranmenrrannss s
Query ATCAGGAAACTA CAG GCTGGAGA GG%TGTGGAE:AAAT‘\GG AACGCTTTTACACTGGTG 367
sb,n 44.“1‘ IA‘TH-\GE H-\& &‘H}(l,‘ I&AEG'H&-I[J&EA Lﬁ‘i AACGCTTTTACACTGGTG 44762
AAGACAGTGTGGCGATACATTAAGGATCT 427
St o sl 'él%sm&%&élkm‘al-l%&uuﬁa&%& Atietdtbccoamacatrasseater oz

Query 428 AGAACCAGAAATACCATTTGACCCACCAA 456
Sty 44J0|1‘ I-‘\Gla‘.icc-w ‘-ullj-\cc-\"(llqcr-\ccnmu 44673

Homo sapiens BAC clone RP11-358M3 from 7, complete sequence
Sequence 1D: AC092637 2 Length: 126643 Number of Matches: 1

Range 1: 44703 to 45170 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps. Strand
_756 bits(409) 0.0 451/469(96%) 11/469(2%) Plus/Plus

Quarr 7 ACTGTCTCACCACAATGGTTGGACT-ATTTACACTCCCAC 63
e D D reentirectac s
e e e enemarraetron e
1!' CTTTTAATGATCACCATTCTAACTGGCTAGCCACATGCATAAAACAGAAACTGGACCACC 176
el o crecnecace s
e ol L T i eccmamecrrrcs so
\GCAAACTGTGCTCAAATCACTGCCCAAATCAGAGAGGGC 296
Sb-;l‘: “JJZ‘ IAC&-{C}.\ALHHHTA&L&MM H‘H}é&\ﬁd lAHIJ&CCCAAA'I'C.‘\G’A(':AGGGC 43001
= e D T rvreoscenencrne, oo
TCTGTTACATTA ACCTATGTTAACCCAGGAAATCTGAGAGA 416
v e L T emarercncen s

GGTCTCAGTTAATITAGAAA] AGGTTGAGGACACACC 465

e el T L emccentace st
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Gene MID2

Primer F

Homo sapiens midline 2 (MID2), RefSeqGene on chromosome X
Sequence 1D: NG_011907.2 Length: 112784 Number of Matches: 1

Range 1: 46085 to 46104 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
Query 1 cc&c‘_;\rrmc-\mm.-\ce.-\ 20

Sbyer 46&4:‘ lécc'c_\ I-\I ATGAGGA 46104

Primer R

Homo sapiens midline 2 (MID2), RefSeqGene on chromosome X
Sequence ID: NG_011907.2 Length: 112784 Number of Matches: 1

Range 1: 52446 to 52465 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Minus

Cv\GGCT ATCCAGGGGAAGAC 20

o ol L e o

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens chromosome 15 clone RP11-112N19 map 15q22, complete sequence
Sequence ID: AC092754.4 Length: 173411 Number of Matches: 1

Range 1: 84152 to 84416 GenBank Graphics

Homo sapiens chromosome 15 clone RP11-112N19 map 15q22, complete sequence
Sequence ID: AC092754.4 Length: 173411 Number of Matches: 1

Range 1: 84112 to 84381 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
442 bits(239) 6e-120 257/265(97%) 4/265(1%) Plus/Plus

ACTTG-CCC-AGTCCTS -\T-\GCTG—\T-\G-\TGGG'\GCC.—\TG-\TICAAGCC:\GGCCG CAAAT 69
sb;« o oo L B recccsccceoccmscr s
ACCACACTACCTCCGAAGACATTITGGCTTICCC 129
Stie o s B e T e eerrcscrrece s
Querr 130 AC.‘\T'\AGTG‘\C]TGCT’\GGCC\CCGAC’\TCAGCC’\A —\Au ATATGAGCTTGGCCTCCTGC 159
Sh,c: sedd AN HEAAE LAt IR it v acerreacerceree s
GATTCCAAATACGTAATGAGGCAATCTAAT 249

GCCCC
St o el A IR rescocnsonnar s

230 TAGCTTGTCAAACGTCTTCCC-TGG 273
Shyee S-MJZ‘ l}“\g(%&'}'&:\.ly G'lléﬁCCCCTGG 34416

Score Expect Identities Gaps Strand
459 bits(248) 7e-125 263/270(97%) 2/270(0%) Plus/Minus

Querr 13 CT CATI'ACGT ATTTGGCS ATCGGGGCA‘ITAA.LL-\GCGAGGGT-XGTCAG ATGGCAGGAGGCC 72
Sb,:: 3.\,41' lAT Ié*i%&&u&&&&-“ﬂ"‘f\b\. AA é! ‘G&(HJ‘\GTCAG ATGGCAGGAGGCC 54522
-\TATGGCTG ATGTCGGTGGCCTAGCAAGTCACTTATGTGGGAAGCCAA 132
Shie o e B rcrccomaccas sae
Querr 135 AATGTCTTCGGAGGTAGTGTGGTATGCTGGTAAGGCTCCCAGAGTGCGGAAGTAGGCGGC 192

St com el L R LNONIE rcccommeracocoo sas

o st R R LT ccmermocrmsecr s

Querr 235 TTAGGTGACTCTGTTTCCTC-TC-Gazaaa 280

Sbyet Sﬁull 'TLIU e 'A&-\CLIJCL}GTTI'}C*C:\TCTGT\M\ 84112

Gene FGF13

Primer F

Primer R

Human DNA sequence from clone RP8-220J16 on chromoesome Xq26.1-27.3, complete sequence  Human DNA sequence from clone RP6-220J16 on chromosome Xq26.1-27.3, complete sequence

Sequence 1D: AL023798.1 Length: 108086 Number of Matches: 1

Range 1: 20075 to 26094 GenBank Graghics
Score Expect Identities Gaps Strand
40.1 bits(20) 0.34 20/20{100%) 0/20(0%) Plus/Minus

CAGACACGS aﬂTG-GC.&ﬂTG 20

o L e s

Sequence I0: AL023798.1 Length: 108086 Number of Matches: 1

Range 1: 8894 to 8913 GanBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

40.1 bits(20) 0.34 20/20(100%) 0/20(0%) Plus/Plus
Query 1 GATCTGCCTCCTAGCCCTCT 20

b o b L e s

Blast das sequéncias obtidas

Homo sapiens BAC clone RP11-67L14 from 2, complete sequence
Sequence ID: AC079753.7 Length: 154214 Number of Matches: 1

Range 1: 100804 to 100999 Gendank Graghics

Score Expect Identities Gaps Strand
257 bits(139) 2e-64 181/200(91%) 7/200(3%) Plus/Plus
Query 131 ATTTICTAGGGCT: CTTTGGGGGGCCTA-AT-TCGCGGTACAAGGGG 157

S'b1n 100&&&%&6&&&1’:\({&1\}&@ '}l‘l’C‘H'l' CTAGGATGTGGC-ATTCCA--G 100839

o e T P 'wﬁiﬁiﬁiﬂﬁi -
mﬁﬁul@ﬁﬁm e escemeresccasases s

AGGAGGC 327

ACAGCAGAGGGCT.
Shijer 1m¥ywax‘5gr\£[&u:t'mammc 100999

Homo sapiens BAC clone RP11-67L14 from 2, complete sequence
Sequence ID: ACOT9753.7 Length: 154214 Number of Matches: 1

Range 1: 100641 to 100812 GenZank Graghics

Score Expect Identities Gaps Strand
294 bits(159) le-75 168/172(98%) 1/172(0%) Plus/Minus

Query 132  CCCATAAATATGAATCATAG-AGATTICAAATCAACCATCGTTTAATACTCACAGACTGG 210
stie 100bid UMMM AR M b b brrasmacTeacacacTee s
Query 211 GC%E:\TCC.-\.-\.-\.-\.iC.-\T:\TI'lTQ\GTI'IT:\LL—\C-\GTGCCTGGTGT.‘\TATC GGCACTATTT 270
sier 100t 58 B AL LM LU U W L S s amarecacactarr so0ess
AATAAATCGACS AGCTGAAACACAAACAAATGCCAAATCGT 322

Skyer 1W6BI£LI'GAL-\@C£A.“'-L%. 'II'IC‘éAALEHG‘ ‘GCE'&-\A.LL.—\.C.LLAQ-L—\ATGCLL‘\.‘\TI‘GT 100641
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APENCIDE 2 - BLAST DOS PRIMERS REDESENHADOS E DA NOVA
SEQUENCIA DO GENE CNTNAP2

Gene CNTNAP2

Primer F

Homo sapiens contactin associated protein like 2 (CNTNAP2), RefSeqGene on chromosome 7

Sequence ID: NG_0070923 Length: 2309998 Number of Matches: 2

Range 1: 742623 to 742644 GenBank Graphics WV Next Match
S(ore Expect Identities Gaps Strand
44.1 bits(22) 0.022 22/22(100%) 0/22(0%) Plus/Plus

71  TGAGAGGTAAGAGACCAGGCTT 22
az sl ,{_ | '*‘. ) -
Sbyer 742625 TGAGA( AAGAGACCAGGCTT 742644

Primer R

Homo sapiens contactin associated protein like 2 (CNTNAP2), RefSeqGene on chromosome 7
Sequence ID: NG_007092.3 Length: 2309998 Number of Matches: 1

Range 1: 765862 to 765883 GenBank Graphics
Score Expect Identities Gaps Strand
44.1 bits(22) 0.022 22/22(100%) 0/22(0%) Plus/Minus

ATGCATGGGTATGACAGAGGAA 22
Shyjer 6;&5: LTGC AT&GHJ-{TG ACAGAGGAA 765862

Blast das sequéncias obtidas

homo sapiens BAC clone VMRC66-509K18 from chromosome 8, complete sequence
Sequence ID: AC278041.1 Length: 164228 Number of Matches: 1

Range 1: 114498 to 114946 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
671 bits(363) 0.0 423/451(94%) 8/451(1%) Plus/Plus.

Querr 20 AGCGT-AATG- ATCCT 'GGTTCCTGCGGGGC -\TGTGCT AATCCTGAGC-C-TTGCTT-CGC 74

AL SR e dr6Edtdl! dckd

Shjer 1144 GCGT( ‘GAATCCT( AGGCTGGC-TGTG-TAATCCTGAGCACATTGCTTAGGC 114333

v 75  TCCCTGAA-CTGTTTCTTCATAGTCACATTCCTCATGGTCAGTGTGAGAACGGGTCATAT 133

|
Styer 114££6 ll'CTC'l'G L\%CTETITCTTE:\T. TCACS -\TlfCéT CATGGTCAGTGTGAGAACTGGTAAAGT 114613
Querr ‘.:4 T-\GTATCT -\TA.-\.LATGTI'GATCATATAGCCAGGAGG.-\GAG.-\GA.-\CCC‘H’ 'GGTCCTAATCA 193
| LI
Shet 11461 g +'\GT -\TCT A I-\I.-\‘.-\.-\TGC%G.-L&'\T:\G.‘\GC CLI%EAGG:\G.‘-\H.‘\G.-\:\C CCTTGGTCCTAATCA 114673
Querr 194 TGCCATACATCAAACAGAAGGGAACTTTIAAAACGACACCTCTTCATGTCCCGGGAGTGG 235
Sbyet 1146% ‘+G€C§T &JTCAG ACAGA L&E& AGH ‘JA‘. ’-\CG.-\C.-\‘C‘ CTTCATGTCCCGGGAGTGG 114733
Querr 234 -\G AGTCTCTGA AG AAGTAAAAACCACTCTCTTTCAGATTA -\.-\TGGGG AGTAATCCACCAAAT 313
SV S SN, LR e 2
Sb)c‘ 14 AGAGT( AGAAGT '\AA.-\ACCACTCT AGATTAA AGTAATCCACCAAAT 114795
Querr 514 TAGTGA \:\-\-\T'\G AAATAATCAGTTCATCTTAATTITATAATTTTCAATTACAGAAACTAA 373
L4 P AP P L R L

Sbjez 114 AGTGAAAATAGAAATAATH TTCAT( ATAX CAATTACAGAAACTAA 114833
Querr 574  TTAGGAAGTATTATCCACCTTTI: -\TTGTGTCT CCATTGACAATTIGTTTGTAGACCTTIT 433

AL LR L L
Shjer 114356 AGGAAG ATCCS ATTGTGTCTCCATTGACAA’ 'GTTIGTAGACCTTTT 114915

Querr 434 TAGCTTT( cl.;\cn 'CTGTGCATTTCCTCTATCA 464
Shjet 114£ L +-\ uHCTGTGC Urlrrccrc'mrc-\. 114946

homo sapiens BAC clone VMRC66-509K18 from chromosome 8, complete sequence
Sequence ID: AC278041.1 Length: 164228 Number of Matches: 1
Range 1: 114470 to 114898 Gengank Graghics
Score ‘Expect Identities Gaps Strand
599 bits(324) Se-167 396/431(92%) 4/431(0%) Plus/Minus

y 28 -\T!GTC‘\ATGTGTGAC.-\C-’I'T’] TGA-ACTTGTGTAATTAGTTICTGTAGTT §5
Shjer xu£9 e A AT o cerasrraerrreremasts 1ase

Query 86 m.ucrrc.-\.ucamc‘n.\ouc‘moenmc‘nrrrrc_\cr-\.\mcocemnacc 45

1

Sbier u@ AU P e acrasrrrocTocarract 110t

Querr 146 CCCGGTTAATTTGATATAGAGTGGTTTTTATTTCTCAGAGACTCTCCACTCCCGGGACAT 205
<b,c- 11eb L LA A A N U s ererceacreccacaacar 11e
Querr 206 Gue-\oerercc.rrn AAGCTCCCCTCTGTCTGATGTATGGCATGATTAGGACCAAGG 263
Sbier 114720 GAAGAGGTGTCG TCC GATG ATGATTAGGACCAAGG 114661

s R
266  GTTCTCTCTCCTCCAGGCTCTATGCTCAGCATTTTATAGATACTAACTTTACCAGTTCTC 323
|

Stie |x$&]&na&c¥é&ccm&& S s serrraceaoTrerc s

;z‘s ].?c «\cTc-Ac‘c«\'rlcaoc-x.a‘rcfc«\cnrc,&fxsla.xl.?c.«\cAwt‘;‘x]c-\mscc‘ruccwromc 385

|
Sbjer et heacrelddbiec it iirire il idisatttidacacceranccastorac 1
Querr 336 Tr_xcmnxc-\cxocuoccmc-\Gcc_\oc-\ﬂcum-\cscrrcmfcrmcrccct—u 443
S AL L e L ML

Sbier 114340 TCAGGATTACACAGCCA( AGCCA il errerereraacteccans 1t
Query 446 ‘cyccmcrcrcr 436
Shict 1 detrbecerer o
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Mosaic Tetrasomy of 9p24.3g21.11 @

postnatally identified in an infant born with
multiple congenital malformations: a case
report

Irene Plaza Pinto™"®, Lysa Bernardes Minasi®?, Raphael Steckelberg®®, Claudio Carlos da Silva'?*%7
and Aparecido Divino da Cruz*¢

Abstract

Background: Supemurmerary Marker Chromosomes consist in structurally abnormal chromosomes, considered as
an extra chremosome in which around 70% occur as a de nove event and about 30% of the cases are mosaic.
Tetrasomy 9p is a rare chromosomal abnormality described as the presence of a supernumerary isochromosome
9p. Clinical features of tetrasomy 9p incude a variety of physical and developmental abnormalities.

Case presentation: Herein, we reported a postnatal case of a newborn who died in early infancy with multiple

congenital malformations due to a mosaic de novo tetrasomy 9p detected by Chromosomal Microarray Analysis.
Conventional cytogenetics analysis of the proband was 47 XY +mar[45)/46 XY[5]. The parental karyotypes presented

congenital malformations.

no visible numerical or structural alterations. Microarray Analysis of the proband revealed that the marker
chromosome comresponded to a mosaic de novo gain at 9p24.3g21.11.

Conclusions: Chromosomal Microarray Analysis was helpful to identify the origin of the supemumerary marker
chromosome and it was a powerful tool to carry out genetic diagnostic, guiding the medical diagnosis.
Furthermare, the CMA allowed observing at the first time in Central Brazil the tetrasomy 9p and partial tetrasomy
9q in mosaic, encompassing a large duplicated region with several morbid genes, in an infant with multiple

Keywords: SMC, Chromosome 9, Congenital disorders, Genetics, CMA

Background

Supernumerary Marker Chromosomes (SMC) are struc-
turally abnormal chromoesomes whose origin cannot to be
adequately established by G banding karyotyping [1, 2]. In
general, SMC are seen as an extra chromosome in
metaphase spreads with an incidence rate of 0.43/1000 in
posmatal cases and about 1/1000 in prenatal testing.
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KB BMC

Approximately 70% of SMC occur de novo and about 30%
of the cases are mosaic [3, 4].

Tetrasomy 9p is a rare chromosomal abnormality de-
scribed as the presence of a supernumerary isochromo-
some 9p, initially found as a SMC. Further investigation
of the SMC commonly shows involvement of the entire
9p, or the entire 9p with part of the heterochromatic
region of 9g, or yet the entire 9p with heterochromatic
region of 9q, and part of the euchromatic material of 9q
[5, 6]. Moreover, around 30% of known cases of tetrasomy
9p exhibits chromosome mosaicism. Both constitutive
and mosaic SMC of chromosome 9 comprises a clinically
noticeable syndrome [3, 7, 8].

Clinical phenotype of tetrasomy 9p includes a variety
of physical and developmental abnormalities. Commonly,

@ The Author(g. 2018 Open Access This articke is distributed under the terms of the Creative Commaons Attribution 4.0
International Licenze (httpoYareatiecommaonsong/licenses’by/4.0/), which permits unestricted use, distribution, and
repradudtion in any medium, pravided you give appropriate aedit to the anginal authon(s) and the source pravide a link to

the Creative Commans licerse, and indicate if changes were made The Creative Commons Public Domain Dedication waiver
{httpd fcreativecomma ns.ong/pu blicdomain/zena/1.0v) applies to the data made awailable in this artide, unless otherwise stated.
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patients have distinctive facial appearances with hyperte-
lorism, cleft lip or palate, ear anomalies, and micrognathia
[3, 9]. In addition, recurrent clinical features include
developmental delay, central nervous system anomaly,
limb defects, postnatal growth failure, congenital heart
disease, renal anomalies, and short neck with excess
nuchal skin [8].

Herein, we report a postnatal case of a newborn who
had multiple congenital malformations due to a mosaic de
novo tetrasomy of 9p and partial tetrasomy of 9q detected
by Chromosomal Microarray Analysis (CMA).

Case presentation

The proband was a preterm newborn boy, the first child
of non-consanguineous parents, born at 31 weeks gesta-
tion to a 44-year old father and a 43-year old mother by
cesarean section. At birth, the child weighed 1,480 g,
measured 44 cm in crown-to-heel length, and exhibited
multiple congenital anomalies. The newborn was trans-
ferred to the Intensive Care Units (ICU) immediately after
birth. His general health condition deteriorated progres-
sively, leading to his death at 105th days after birth. The
newborn had brain malformation, including ventricu-
lomegaly and corpus callosum dysgenesis, cleft lip and
palate, retrognathism, hypertelorism, clenched hands with
overlapping fingers, and hypotonia. Additionally, he
revealed mild heart septal hypertrophy, ambiguous
genitalia, enlarged kidneys without corticomedullary
differentiation, and gallbladder with tiny cystic formations
(Fig. 1). His mother had three miscarriages from previ-
ous marriages and one miscarriage with her current
husband. The remaining of his family history was other-
wise unremarkable.

I N

Fig. 1 Dismorphological facial features of newborn with multiple
L congenital malformations from Central Brazil
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Both parents signed a written informed consent and
the mother signed as the legal representative for the
child. Peripheral blood was obtained to isolate genomic
DNA for CMA using Qiagen QIAamp* DNA Mini kit
(Hilden, Germany). Karyotyping was performed in a pri-
vate laboratory through conventional cell culture, har-
vesting, and GTG banding with a > 550 bands resolution
following standard procedures [10]. Chromosome analyses
were done using Zeiss Axio Scope (Jena, Germany)
and the software IKAROS® (Metasystems Corporation,
Altlussheim, Germany). All laboratory procedures were
carried out following international standardized protocols
and consensual criteria of quality.

The CMA was carried out on proband and his biological
parents using the GeneChip* CytoScanHD™ (Affymetrix,
Santa Clara, USA) following the manufacturer’s recom-
mendations without modifications. Chromosomal analyses
were done using the Chromosome Analysis Suite (ChAS")
software (Affymetrix, Santa Clara, USA) and the CNVs
found in the patient were analyzed in comparison with
public databases, including Database of Genomic Vari-
ants (DGV), Database of Chromosomal Imbalance
and Phenotype in Humans using Ensemble Resources
(DECIPHER), and CytoScanHD™ Array Database. Further-
more, CNVs were classified according to their nature,
based on [11, 12].

The proband showed a male karyotype with a large
submetacentric SMC in 90% of the analyzed metaphases
after counting 50 metaphase spreads. His karyotype was
47,XY,+mar(45]/46,XY([5], suggesting 10% mosaicism. The
parental karyotypes and CMA results had no visible
numerical or structural alterations. The proband’s CMA
revealed the marker chromosome corresponded to a
de novo 7077 Mb gain at arr[GRCh37] 9p24.3q21.11
(203,861 _70,974,662)x 4[0.3] dn with 30% mosaicism,
encompassing 286 genes, including 152 OMIM morbid
genes (Fig. 2).

Discussion and conclusions

Chromosomal alterations associated with a spectrum of
multiple congenital anomalies are most frequently numer-
ical and are identified in 0.3-1% of newborns [13, 14].
Partial tetrasomy 9 is not yet a well recognizable clinical
syndrome due to the limited number of postnatal cases
described to date. Moreover, patients with partial tetras-
omy 9 have variable phenotypes depending on the size
and position of the duplicated region and the degree of
mosaicism [6-8, 15].

Here we reported a case of a boy who died postneonataly
in early infancy whose karyotype indicated an additional SMC
which origin could not be determined by GTG-banding
Microarray analysis showed 47,XY,+mar(45]/46,XY([5].arr
[GRCh37] 9p24.3q21.11(203,861_70,974,662)x 4[0.3] dn.
Copy Number Variations (CN'Vs) within the region of gain
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indicated tetrasomy, revealing full tetrasomy 9p and par-
tial tetrasomy 9q, including the proximal euchromatic re-
gion of the long arm in a mosaic state. Parental CMA
were uneventful.

According to [4], about of 40% of all SMCs are derived
from non-acrocentric autosomes and the risk of an ab-
normal phenotype is approximately 28%. Mosaic tetrasomy
of 9p most commonly arises as a de novo chromosomal
rearrangement resulting from an early sporadic error in
embryonic development. Thus, the risk of recurrence is
relatively low and this has important implications in genetic
counseling for the family [16]. Furthermore, it is important
to emphasize the mother history of miscarriage because ei-
ther a cryptic translocation or some aberrant chromosomal
constitution restricted to the mother’s gonads, most
likely as a gonadal mosaicism, could be responsible
for her failure to conceive health offspring. However,
the family refused to undergo genetic counseling and
refused any additional genetic testing.

Tetrasomy 9p is a rare disorder firstly described by
[17]. Up to now, at least 34 postnatal cases have been
previously reported in medical literature, varying greatly
in chromosomal range and phenotype severity. Although
the affected population is small, males seemed to be
slightly more affected than females [5]. The clinical
severity of tetrasomy 9p varies from neonatal death to
mild developmental delay and minor anomalies [9, 18, 19].
Furthermore, when the tetrasomic segment extend to
9q22-9q32 it is common to observe intrauterine growth
retardation, skeletal anomalies, cleft lip/palate, and heart
defects [15].

According to some authors, three different types of
supernumerary isochromosome 9p have been described
so far. There are tetrasomies containing exclusively the
entire 9p, some includes the entire 9p and a small propor-
tion of the heterochromatic region of 9q, and yet some
harbors the entire 9p and a large portion of 9q extending
to 9q21, including both heterochromatic and euchromatic
regions of 9q [3, 5, 6]. The tetrasomy was categorized as
the third type of SMC involving chromosome 9, with
breakpoints at 9q21.11 and isochromosome 9p, justifying
the severity of symptoms in the studied proband.

There is a positive correlation between degree of mosai-
cism and the severity of the phenotype in infants having
tetrasomy 9p. However, the breakpoint of 9q extended
distally to 9q21.11, which encompasses a large duplicated
region with several OMIM morbid genes. This finding
supports the claim the nature of the involved genes was
more crucial than the level of mosaicism in defining phe-
notype’s severity in our proband.

The CMA was helpful to identify the origin of the
SMC in the proband born to parents with normal karyo-
types. In addition, it was an effective method to identify
the tetrasomy 9p and partial tetrasomy 9q in mosaic in an
infant with multiple congenital malformations for the first
time in Central Brazil. Rare and complex phenotypes must
always be investigated to define subsets and allow the
phenotype/genotype correlation. Furthermore, it was
recommended to the family to undergo a non-directive
genetic counseling to help understanding the familial
implications of genetic contribution to disease and the
chance of recurrence.
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Abstract

Cryiogenomic micoamay testing allows the detedion of submicroscopic genomic rear-
rangements, commonty denominated copy momber variationes (CIVE) that are implicated
wifh Ty r:mudnﬂupmmhl disorders, d':.-'m\au.'_pl'm: feahar=s, :ruJJEPi.c amgu:u'hl
bamname: amd animals. O fhe other hemd, &L'u-.:Pmedlm akso w]d.:]::mfnrhidut—
E.Ecaﬁmafstru.duulvmiaﬁmmﬂutmaypai:d asabci.un\arkrrmphamxugcrm
{Chiﬁ;-hzbasnaPPJiedfnrm-Erad:ﬂdztu m:ﬁur:n:bnﬁcrmcnp.cgﬂ'mx Epnm
md]m:mmﬂzm?kinbnﬂﬁdiagrﬂ;ﬁc and fumctional scenamios. Fensin, we pres-
ent an overview of the fundamental concepts of oyfogenomics and its pofential applica-
ﬁminbmgut!i.cdiag:md:., ag:.igu‘mﬁ.c;m:b.gu‘eﬁ:., mdphmngumnu

1. Introduction

Since the use of high-reschution dwomesome banding and molecular cytogenetic methodolo-
gies, several chromosomal aberrations have been identified. Despite genome-wide detection
capacity of these tedmologies, the rearrangements sill remain visibly undetectable, which
can be explaned by mioscopic resolution limitations and the lack of Inowledge regarding
fhe regions under investigation.

In the 1990s, the array chromosome-based comparative genomic hybridization (array COGH)
was established and began to be used for the detecion of significant submicrosoopic losses
and gains with high sensitivity. | was initially applied to analyze copy number changes in

urrelrcted e,

IntechOpen byr1 0, whch g
gl werk o peoper by el m

deilnbuter, ard rgradue lion inany medum,
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tumors, and it was able fo d.:!ectdimg\c-s.as smiall as 3 kb in :i.z:,w:iﬁl.a.reﬂuﬁmuph 1000
Hmes high::l: thamn the ku}ﬂulﬂ:\:. Su'bscq_u.cnﬂ}'. the aTTay CGH m.cﬂwdnlnng.v was up‘l:i.m:iz:d.
and applied to detect unbalanced constibational rearrangements [1-4]. Initially, bacterial arki-
Hcial chromoscmes (BACs) and fosmid clones were used in amray CGH. Howewver, it became
clear that not only larger DMA insert constructed in BAC wector but also PCE products and
cligonucleotide sequences weze good targets for array COGH [5-7]. Micoaray approaches
offer a l'a.g,h resohation and Ida'l:i.n:l}-' -:_|_ui.vr.'k way for gmumﬂ'id.: a:n.a.'l.].':iq. :i.n-:l:eu:'n:l.g the
potential possibilities of genomic scrubiny in clinical scenario as well as its potential appli-
cafion m many pther distinct strucharal genome :i.nn:si:i.ga!:i.um Im addifion, chromosomal
n'l.'i.cmu'ra‘_v .:.!L:Jv':u- {CMA) iz useful to estimate the 'bu:\e.:lcpnci:d: of the DA sequences that
can reveal potential mechanisms and risk factors underlying the ocourrence of chromosome
rearangement, espedally in fhe case of recurrent rearrangements [5]. Mowadays, chromae-
somal micoarray analysis (ChiA) is used as a powerful fool to reveal copy number variants
thought to play an important role n the pathogenesis of a variety of disorders or the develop-
ment nf-cump]::l: traifs. Thus, gumti.r. wanants can be used as-.i.hi.u]ugin:al biomarkes.

Hersin, we P:n::e:nt an ovrervisw of the fund ammendtal mczpl: of q:bagummicsutd the pntm—
Hal aPPlin:aﬁ.un of Hhis ted‘m-al-ug‘:: in human g\em.-ti.n: d.i:.gnu:i:.-_. ag;r.i.gmn-mir_'., mu!agznc:is_.
and pharmacogenomics.

2. Fundamental concepts of cytogenomics: understanding the tool
of arrays

Cytogenomic analysis comprizes the use of microamay-based technologies for the investipa
Hon of specific lod and the entire genome [9]. It has been used for the detection of copy num-
ber variation (CINV), defined as g\cnum.i.c intervals that deviabe from the mormal de-]uid stathe
that can vary in size ranging from a few base pairs to mega base pairs [10]. The micoarmay
tcdm:-lag;i.cz aTe ﬁ::q_u:nﬂ}r mominated as chromosomal :rl.'i.n::nani}r .arLal}-':is {ChLA), knowmn
as comparative genomic hybridization (CGH) and SMNF array (Figure 1). CWA could be used
for a dual role in 3NF (single nudectide polymorphism) and CHV-based assodation studies
and in humans for the evaluation of patients with various diseases and congenital malforma-
Homs [11, 12].

In.i'l:i.:Jl}.', the CMA was based on the zame P::i.ru:i.P]!: of chromosome-based cumpmﬁv\e
genomic hybridization. The CGH was developed in the early 19905 to screen for unbalanced
rearrangements in whole genomes [3]. The CGH consists in the simmltanecus hybridiza-
tion of labeled test DNA and normal reference DMNA onfo normal metaphase chromosomes
spread on gla=s slides. Metaphase CGH was widely used bo identify chromosomal sumerical
alterations associated with solid tumers [13, 14]. Owrerall, the resolution of m:hPhar.-e CGH
iz the same of G—bm.dir.g c}'!ugmeﬁ.cs-. Limited $o 515 Mb. Moreover, !J.Pﬂ'.im.mh :!q_ui.r\e
cytogenetic expertise for the preparation of suitable metaphase chromosomes [3]. Due to its
recolution imitations, the m!hph::.e CGH became restricted to cancer research and did not
demonsirate feasibility for amalysis of genomic rearrangements in patients with developmen-
tal disorders. Siu'br.-eq'umﬂ?, CGH was :i.mplemt!d 13 m.i.cmu'ra_v: r\eplm:i.ng the mztaphue:
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Figure 1. Fund 1 ¢ pes of chy 1 microanmys. Currently, the most widely used arrays are compasative
genome hybridization arays (AOGH) and sirgle-nuciectide palymorphism armays (SNF). Both microarmay-based
sechnologios aee abile 10 dedect genomic imbalances hased on the spectral differences of the Buarescent dyes used 10 abal
%5t and referonce DNA in oCGH and test DNA In a5NP. Sagile analyses am possible with the aid of competational
100l designed 1o aall, view, summarize, and roport dhoosisomal alerrations, induding copy number gain o loss,
across the genome. *ON: Copy Nunsber.

CGH by cloned DNA zeg iz 2z g ic refi e to be used as targets for the hybndiza-
Hon, improving the potential for the detection of zmall chromosomal imbalances and increas-
ing it rezolution in more than tenfold [14].
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The Pci.cn:e-s- of information r\egu‘d the DA sequence of the human genome, which was
obtained by the Human Genome Project. making it possible for the construchion and char-
acterization of DNA Hbraries that could be doned using bacterial artificial chromosomes
(BACs) and fosmids a= wectors [15, 16]. The amray CGH was ntroduced having known
clinically relevant microdelstion genomic DMA segments in BAC dones [10]. Howewer,
the relatively large size of the inifial clones (170 kb for BACs and 40 kb for fosmids) Hm-
ited the resolubion of the arTays whach 1= d.cPcnd.m‘t on the distances betwesn P:l:n'be:. the
lengﬁl of the dones, and how both ]:lm'bez and clomes are distributed across the genome
[14. 17]. With Ehe em.crging of new Prutc-mh. different Pcm'b-e:, :i.m'_'l.ud:i.r.g small insert clones
(1.5-2.5kb), cDMA clones (0L.5-2kb), PCE products (0.1-1.5kb), and oliponuclectides {25-85bp).
have besen used in the arzays. However, the oﬂigunuc]:uﬁdc: hawe been more :.Ppu:u]:\u.'.ia‘bed.
targets for array CGH [5-7. 15]. The oligomcdectide amray offers hipher resolution and is bet-
ter than BAC in m-e.:.."Lu"n'l.g' size of CHWs, im:l::.:si:ng the detection of small CHWs, Most OGH
arrays availabls are d.c:i.g.n:d. with ﬂigunud:aﬁd.:: rmging fromm 30 fo 70 base pa.n::- [bp:- on
the probe [19].

According to the International System for Human Cytopenetic Momenclature [20, in contrast
o arTay CGH, m which DINAx from p:ﬁmt and confrol are labeled with different d:l.ne-s- amud
hybridized to a single slide for array CGH and the alterations i the rafio of the two Soores-
cent dyes mdicate a different quantity of DINA m the test sample as compared with the control
cnn\e@m.di‘ng locaboms of CHWVs, n the SHP arTays, -un.'l.]."ihe P.:Emt": DA is l'rvbnd:.zed o
the microarray and compared by computber analysis to a pool of genomic DINA from reference
h:ﬂﬂi}'individ:uah.ﬁ.d.d.iﬁma]l}', m SP amrays. the size of She a]ign-nuc]:-uﬁdc: iz about 20
bp and was designed inibally to detect genotypes for thousand= to hundreds of thousands of
SMFs across the entire penome with the fooas on genome-wide assodation shudies [19, 21].
SNFP ATTAYS can alzo enable the deftecton of CHVs, bat uppmedtn array CGH, sach P:l:-'be iz
locafed at an SINP and can determime the g\ﬂ'l.ut},?ea\ffheamzspm.djng SHF, and the current
SMF arrays with median inter-SNF distances of <0.7 kb ensure the high densty of genome
coverage [22, 23] There are many commercial platforms for microarray analysis. Array CGH
allows the detection of non-polymorphic region and has been mammfactured by Agilent
Technologies (Santa Clara, CA) and MimbleGen (FRocdhe Nimble-Gen Inc., Madison, WT), and
mors :neccnﬂ]:, Agﬂcn!‘ Ttu:'l‘mnlcgl.-es iz aﬂﬂ'.i.ng arzay CGH with imchision of SINP markers.
The SMF amays, manufactured by Mumina (3an Diego, CA) and by Affymetrix (Santa Clara,
CA), have markers for the detechon of polymorphic and non-polymorphic regions.

Beades the defechon of CHW'Ws, SHP arTays havesome ad‘rmtag\e-:- mrelabion to arzay CEH. The
SMF matkers can also detect lurug; :unti.gum:s stretches of hnmuz}-'gn:i.t}-' [LCSE), low-level
mosaic m:upl-uidi-e-s-_. and chimerizsm The detechon of LCSH could indicate l.m.iP-.:.tmt:.'l isodi-
somies (UFDY) and c-:rl:.mg'uirnit_v. LCSH distmbuted im several Iv:;g;.mm' of chromosomes is
charactenized b:l" g::n:ﬁn: identical 'I:!}-' descent; on the other hand, when LIZSH was identifed
in a smgle chromosome, this observation may indicate UFD [24]. The major disadvantage of
SNF armzay and arzay CGH is the inability to detect balanced chromosome reamrangements
because balanced ::.an'mgemm‘h- show o Copy mamber alteratons. Thus, arzay method-
clogies do not replace G-banding karyotype for the detechion of balanced strucharal rear-
rmg\cmmi:-. However, ﬂ'l.n.':.- detect abniormalibie=s that are c}-‘bﬂg\cnﬂﬁcﬂl}-‘ crﬂ_:lti: 'I:rv G-banded
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chromosome analy=is. It is important bo remember that ChA testing cannot detect balanced
karyobypic rearrangements such as reciprocal translocations that could be clinically spnificant
if they disrupt a critical geme. For clinical indications with increased risk for a balanced chro-
oSO :n::.n:.r.gzmﬂ'l!. such as recorrent Pregnancy loss, G—'b:.r.d:i.ng chromosome i.'l.'ﬂl_l":i:
should remain a primary diagnostic test [23]. Additionally, in agrigenomics, 3WF arrays have
facilitated marker-assisted selecHons, g\ﬂ'.nme-widc ascociabion shadies, qu.:.ntihﬁ.n: trait loci
.=.!L:J'_P':.-e:. P.ar\entage_. and h'.:.n:e:.'l:\ci.'li.t::_. thing'i'n g\enm:nin: salachon Programs.

The an:.w foous for 11'|.'i.n:|:|:-=.1.'.|:=.}:5r has been biomedical-related m:J'_psea Howreger, :.Pp]i:a-
tions for array technology have broadened to mcode such fields as plant and animal genobyp-
ing and pharmacogenomics. The sumber of CMNVs identified has inceased &= a funchion of the
increased resclution used by the array technologies. The wide use of arrays has allowed their
application in agrigenomics providing a powerful and flexible range of genotyping calls use-
ful for g\enmlin: selechon Programs fcanlam.h amd andmals, h.dpi:.g researches and breaders to
dﬂ'E]DP he=alfhier and more P:nducﬁvz cops and Mvestock [25, 26]. Besides, array techmole-
gies can be used in pharmacogenomic research for the investigation of potential assodations
befween genomic variation and individual dmp response. Several SWNP-based micoarTays
are mfended to provide information about specific polymorphisms assodated with variable
d:u.g :!:pmn:.eswziﬂ'lin mdividuals ina pnPl.ll:.Em'L. which could increasze fr=atment’s overall
eiﬁr.:.c}" and decrease the incdence of adverse events [27, 25]. Moreover, the ﬂ:bﬂ'lsh'zl}"u:.e
of CMA has not only contributed fo the idenbification of CINVE and SNF related to homan
wariability but also confributbed to the identification of rearrangements implicated in a variety
of dissases sach ar.].'i.fest?le dizeases cancer, aufommmune diseasss, amd nﬂl.‘l:Dd.E‘l'!]DFll‘LmtﬂJ
disorders, i!.1.du.d.'n1.g mfellachaal d.i:.a]:!ﬂi!}". autsm Ten:h.-u.m dizorder, Ele'b:.'l d.cv:]nP-nwnta.'l
delz‘_?. and ncu:ups}rﬁhia.hi: disorders such as ﬂuznptmem.a,, C[E.iﬁ:l.g a newr fald of invesH-
g:.ti.un which has transforoed She clindcal Pu.'.:.n:ﬁn:: [16, 24, 28].

2.1, Application in the diagnosis of haman diseases

Genomic g‘au'.ns and loszes, defined as CWWVs, often canse awade 1-:.1:]:!_1.' of Teci.ﬁc and cumplﬂt
thu!}'?:a r:sl.llﬁng from alterafions im the normal d.n:a.gv: nfgmcn. which cause mu.'l.ﬁ.ple
malformatbon :_vndrm'l.::. mu.tndcv:]nnpnwnt:.'l dizorders (WNDD), nTI.‘IJ.EP]E cncngﬂ'li‘l::l anom-
alies (MICA) and dysmeorphic features. Mowadays, the improved resolution of the micoarmay
tedmnln-g;i.c: has allowed the idenbificabom of cr:.rP'I:i.n: chromosomal alterabioms, :i.ru:l:\eae:i.ng
the knowledge of the eliclogy of penomic disorders and offering potenfial advantages in the
patient’s follow-up and management [3, 30].

Simvoe 2010, ChLA iz wid.el_v :::c-ugni.z:d. and recoomended as the Grst-Her r}‘bagm.umic d.ug—
mioshic fest for mdividuals with u:lﬂrplzi.r.!d. de:e].apmt:] dda_v,‘i.rdz]lechul d.u.ibuJJtv DDy
ID). autism ?\:d:nm\ dizorders [ ASD=), cu.'mulﬁplc cmg\em'.t:] amormalies, :i.n-:r\e.:si.r.g the d.ug—
ninshic yield around 10-25% [16, 30-32]. DD and I are defined as several significant delays
in d.:ve'l.-upmmt:.'l areas, i!.'l.r_'l'u.di.r.g cng;n.iﬁt\q, sPeed'l.. 5D|:i.:J..‘Pﬂ':-unaL ﬁ.!t,.‘g.m:: motor, and
dlﬂ_l" actwities. DD iz described for childrem less tham 5 years old, and ID i= di:.g.l.'.l:-xd at
or after the age of 5 years old, with fhe :i.nt:]]ig\em:-e q'uuti.cnt lass fhan 700 ASD iz a CBCII'I.P]ﬂ
spech.'um nfmumdﬂ'd.upmmhl dizorders, :i.nd!.l.d.'n'l.g aubism, ﬁ@erger :_1.'!1.d.mmz. Pen"asi.v\e
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developmznh! dizorder, and childhood di:integzzﬁv: dizorder. MCAz are defined as mul-
tple major structural malformations that cannot be explained by an underlying syndrome
or zequence. These disorders might have a genetic etiology involving the gains and losses of
CNV= and loss of heterozygosity (LOH), and the clinical consequences of these rexrrangements
are commonly associated with location, size, and the gene content (Figures 2 and 3) [32-34].

Ina :tud_v with children with ID/DD, ASD, and/or MCA= from ng Kong, the ayphczticm
of array CGH demonsirated a diagnostic yield of 11% for pathogenic and likely pathogenic
CNVz [35]. Another study with a cohort of 339 patients with neurodevelopmental dizorders
and/or multiple congenital anomalies using the array CGH identified a detection rate of
pathogenic CNVz of 20.6% [30]. Combining both array CGH and SNP array in a single plat-
form, it is possible to make the most effective clinical diagnostic offering simultanecusly

CyioScanH D _Asray: Copy Numbur State (segments)
CyioScan D_Asray: Smooth Signad

CytScnt 1D _Array: Allele Difenmos

| | |

AL R Y
/
e

Figure 2 SNP aray revealad a copy number loss of cwomosomne band 17g21.31 of approcimasedy 056 Mb in size
(a9 17921 314270380144 212.416) » 1). This reghon lnwolves 10 OMIM geoes (LOCSS172, CRHRI, MGOST346,
CI70ef69, MAPT-AS], SPPI2C, MAFT, MAPTITI, STH, and KANSLY) miated t0 Kookn-De Vres Syndrome
(MIMS1043). The red bar indicatos the deletad region and the groen bars indicated morbid genes.
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Figure 3. SNF arvay revealed a gain in copy number of chromosome band q11.1, spansing 175 Mi {ar(GRChIn)
22911 1g11.21{16.580 B5-TH.644 773)-4). This gin & indicaled in blue bars and comprise 12 OMIM genes (XKR3,
ILITRA, CECRI, CECR), SLEZSA1S, ATPSVIET, BIDY, MICALS, MIRS4S, PEX2E, TUBAS, and [I5P1S), indicated with gray
ard jgroen Bars, Felabed with Cheommosoens 23711.2 Duplication Syndeoms {CMIMSERAI)

identification of CNVs and LOH, as r\e-pm'bcd. b}r different researches. A -:amp.a:aﬁve sh.l.d}-'
between high-resolution SNF ammays and CGH microarrays revealed that the use of 3NFP
arzays increased the diag'nn:ﬁu: }.'.i.!]d. in children with IDVBMCA because thece P-l:.!'fm.m_.'
permitted the identiication of LOH. which can unravel recessive disorders [36]. Using the
combining SNFs with costomized exon-targeted oliponucleotide array in a cohort of 3240
patients, Wiszniewska et al. [24] provided a comprehensive approach for the identification
of dinically relevant copy number neutral changes in addition to CHVs in a single assay.
A sl'u.d}" u_':i.ng CBRIA for 42 Eorean P:.‘l:i.cnis- wifh mzpl:imzd. DD, ID, ASD, and MCA
idenfified clinically relevant CINVs in 66.6% of patients [33]. Therefore, microarray-based

T
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technologies have become a powerful tool for the identification of genomic rearranpge-
ments smaller than 5 Mb that are associated with neurodevelopmental disorders.

In addition fo the usefulness of ChIA fo h.dP:iI.cr\e::.efhediag!msﬁc rate for ID), DD, ASD=,
and MCA, a r:.'l:i.et_v of hrman condibions, such as ep:i.'lzp:}r, Dd'IJ.EGP].'LtE!u.:, bipul:.r dizorder,
and attention deficit l'rv]:cr.:.cﬁ'vitv disorder, have besn ::P-Drbed in some individuals whoss
CMWVs have an important cansative role [23, 37-27]. Besides the roll of CINVs in the devel-
aPm.en! of nzu\c-dm]npmm!al disorders, CHNVs :l:mgh! al=o confribute to gv:n:ﬁn: variabon
in stafure in a general population. Thizs conchision was driven from the observation that in
children with short stature lower-frequency copy number variants play a role in the genebic
basis of height [43]. Additionally, studies of CWNVs in idiopakhic short stature (I55) individuals
demonsirated that ChA is a promising approach for the identification of pathogenic CHNVs in
patients with I35 and could contribute for the recognition of candidate genes aszociated with
growth pathwayrs in homams [$4, 45].

Chia t::t'mg; e#_pccia]l}' usi.ng SP-based aray, has imP:m'zd. the u:ud.ﬂ:sta.nd.'n'l.g nfgm-:ﬁ.c
canses of many types of buman disease and added new pisces of information about gains
and lozzes in the genome in a large variety of hematological malignancies and solid fomors.
Ad.diﬁmz]]_v_. loss of h:!ﬂuz_vgu:il:_v_. whach s :I'::\equ.ﬂ'lﬂv :i.n'l.P]i.-ca.ted m the {'um.m.'ign:n::'m of
a tmetv of cancers, could be deteched usi.ng SMP arTay. S, CMLA has Pla“_?:-d. ani :i.n'l.P-::ta.nt
Tole to h:]P:i.ndiagrunsi:.. P:l:ng.l:l.u:i:._. rsk strabificabion, and ﬂ‘lEIi.P:L"fﬂI canceTr pzﬁmﬁ- [#6. 47].
ChA has become a w.i.de@::ad :l:rat:g‘:: nfgcnch.c d.iag;m:si: inpushu.hl u!ﬁ.‘ng:, eTecijIl::
evaluating children with neurcdevelopmental disorders and multiple congenital malforma-
Homns [46]. Moreover, the implementation of ChA in prenatal setings has helped physicans
to identifying chromosomal abnormalities in fefuses harboring anatomdical anomalies in the
ultrasound, influsncing on healthcare delivery in many countries [49]. ChIA achieses nearly
100% accutacy rates when applied to identify common aneaploidies n prenatal specimens
cnmpmd. to G—'bmd:i:.g ]smn{'vpu.ng Creerall, studies showed that in Pcn:gnmm—s- wrifh
fetal stoctural anomalies and karyolype with no sumerical or strucharal alterations ChiA
increased the di:.gnn:ti.c ?izld around T%. On the other hand, for all other indications, the
increment in the diagnostic yield by ChA has remained around 2% [50, 51]. Taking into con-
sideration the aforemenboned information, in 2016 the Apercan Cmg::ss of Thstetndans
ard G:m.cmlugmb {ACOG) recommmended ChIA as the Sxst-tier test for the d.i.ag.l:l.-astin: avala-
abion of fetal shucharal amomalies. Howesez, the d'u].'l.eng\e of CMA In Pu:\ena{:.'l seH:i.ng: is
the adequate classification of CMNVs as pathogenic and variants of unbnown significance
(VOS] [50, 52]. To mindmize the n.-PurH.ng ufun-aﬂ'b.'n'l.ﬁnd'n‘l.g:. ﬂ'I.E'PIi.CH.ICE gLu.dd.'n'l.e from
Camada issued by the Socety of Obstetricians and Gynecologists of Canada (30GC) and the
Canadian CD]l-e-g: of Medical Geneticists ({CCMG) recommendesd not to I\epm'! VIOUS saller
than 500 kb or ViOUS smaller than 1 Mb for losses and gains, respectively [32].

For the diag;m::is of human diseases, fhe :Irl.'-ll:IDlIl.'.l_l' Pl:.tﬁm:n‘m shiold wse pcmbe: derved
from dosely spaced genomic loci and have probes concentrated in clinically relevant genes
and gnmmir: lod, ;]lc‘wingﬂ'l.e defechon of smaller TV within dissass-azsocated :!g:i.uns.
The identification of pathogenic or Likely pathogenic CHMNV by CMA offers benefits for the
Pad:i.enl amd f:.nu.'lv 'bu."mging information about pcmg;nu:is, :J.'Inw:ing for .:P-P:npﬁ.:!e gn'l.cti.r:
counseling, and adequate pafient’s management and follow-up for fulure disclosures [23].
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2.2, Application in agrigenomics
2.2.1. Livestock microarray analysis

SMP-bazed genofyping technologies have become the first-Her methodeology in programs of
animal and plant breeding for penomic selection [53]. In this context, the use of SNEF armays
in organisms of economic inferest has facilitated the aszociabion between a given SINF with
desired P:l:nduct'n'z Phumtﬂ:ve:, P:l:m:nnﬁ.ng a P-a:ifm: i:mP:.dm the ECOnOIY anid contriboat-
ing to consolidate the technology as a powerful tool to select animals and plants with higher
genomic vahe [54].

The :Idnu.'lgm.um.‘i:: iz a r\e:]i.fyinb:eeding Programs, and the .:.]:lp]i.r.:.!im's- impa.v:! of thes=
methodologies can be noticed in several areas of animal production [55]. The commerdial use
of genomic markers is driven based on the need to develop efficient selection and production
s:.:sbﬂ:ns. For imstance, salachomn assisted 'b'_|.: Eummin: markers has bean :.PP]i.cd. o swine bread-
:i.ng adm.'ing for little size and }lig;hﬂ'mut T.I.lll.tb On the other hand, m bovine, andmal selsc-
Hon iz usad for meat fendemeass and highcrnﬁllc P:Dducﬁ.ccn. 540, for :h.eeP-_. amimal salechHom
iz used ho ncrease reproductive effidency and muscle deposition [56].

Although microarzay analysis may reflect 2 promising fukure in the agricultural seling to
n:-:unmui.u.]l}r Pu.'\c-duc: labor and commmodities, the e.EE.n:imn:_v nfnﬁ.cm\ma‘_?s and ofher innuova-
Hve methodologies applied to livestock production will always be affected by situabions of
difficult control, indJ.l.d.'i.ng measurements of fraits, Phﬂmh"_pu.c warance, and low hertabil-
:i!.v [57]. I'na.dequ.:i: Ph::nn{'yping could n.cg:.ﬁud}: affect, imdt, and hinder the usefulness of
g:m:ti.c information in 'bu.'\c:d.ing sh:a.h:g'i::. ]'.n'l.P':m':n'umh and e use of SN arTay, followed
'b‘_v cost reduchon for gum{'ﬂ_:!i‘l.g and genome uquutci:ng 'b'_|." Smger or WG5S, have ceated
the possibility to use genomic information for the ceation of livestock and supported the
emergence of genomic selecton programs [5B].

The development and application of genomic selection in livestock breeding programs have
ben=fted from the consobdated k.m:wlcdge gn:n::l::.ted 'b‘:.: classical 'bu:\eed:i:.g Programs, mn
particular, information derived from mapping of the Cruantitative Trait Lod (QTLs). QTL is
charactenized a= a I\eg.i.-un of the genome I\e@msl'b]: for the srp::::im nf.:.Phema{'::Pic trait,
which has a combirme distribution [25]. This observation is supported by the fact that the main
phenotypic characterishics targeted by genomic and genetic breeding programes are polygenic
and confrolle=d 'I:!'vl saveral locl, each one i.d-d.i.'ng to the fnal effect observed i the thu!].?:.
In the aforementioned scenano, g\emmin: selechom must be concerved as a process of mals:i.ng
decdisions regarding the selection of the best-ff animalz based on their estimated genomic val-
ues. Genomic estimated breeding values (GEBVs) are most commonly obtained by Bayesian
models, amd it is :nn‘wad.a.}': considersd fo be an :i.mpnu.'tmt sh:F for the success of g::nm:ﬁ.c
zelection [59]. In summary, GEEVs are the result of the presence of meanimgful penefic mark-
ars, identifed !tm:l.l.gh a dense ATTAY of SMNFs cqu.a.'ll}-' :pa.ced ﬂ'u:nughnut the whole EETomE,
comtained withim all kmowmn QTLs from previously shodied liveshock [60].

There are different SNF arrays available for livestock penomic analysis. Schaefer et al. [61]
designed two different penotyping platforms and demonshrated the application of custom-
ized SMNF array for domestic horse. Timdor =t al. [62] ob=erved the importance of identification
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of genomic region assodated with puberty and eardy pregnancy to females of Zebu catile.
Gutierrez et al. [63] used a high-density owine chip (700 K} to search signatures of selechon
related to dairy production in sheep and demonsirated the usefulness of the amay n the
identification of regions of economic interest in dairy sheep. The application of SNF armay
for genomic selection has been wseful to determine genetic attributes and confributed for the
genomic selechion of traits of economic interest.

The I3NF armrays available to estimate genomic values in farm animals can be divided into
two catzgu::i.e:, =.r:cnu:\d.'n1.g to the tome of their d.m'!]npment and use. First, there were the
SMFP arrays fromn 2000 to 2012, characherized 'b:.-' the -d.:ve'l.upm:nt of arrays based om the
saquence of reference genomes of farm animals. Most of the arrays were developed by mul-
Hinational m'l.Pam:'l::, il1.n:1|.l.d.'-n'l.g genome Nhamnina, A.'Etmtml;. AFE Genomics, and .-“LPP]:i.z-d.
Bintzd‘m]:-g‘iz:. &cnmil::, the arTays weed fromm 2002 on are bazed on the genome of selected
andmals, hdu.d.'n:l.g' the Pﬂ::'bci.'lit_v of cus!umizing the arTAY fora g'h'z:n Pu:up:rt_v.

In g\cn:ra]. the Pnsi.ﬁt'\e .asp:ch for using mu:n::n:i.a]l}r available SHTP AITAYI ATE &5 follows: (&)
gzm:ﬁ.c P-oh'm.m.?lﬁm'l. can be estimated in different breeds, :i.r.dud.'i:.g 5‘_|."!'I.ﬂ‘|!ﬁ.n: cxoss breeds,
and (b) the SNFF Pmds are able fo discomimate gl:m:n'lic 1.'au.'.i.a'btiJit'_P even in andmals with
clos= gEnEEc m:lceu:p_. e@ecia]l}' cncn:ider.i.ng the elevated level of i!.'l]:!:l:e-ed'n'l.g_. for instance,
in ]:u.gs- anad Puultr_v ].im:a.gcs. TWith r\c@cd fo the m—gati.v\e a@:d of u_':i.rug SHFP arrays, the
:EDCL'I.uw.iI.g are= n.u‘bewm:!h}-. {a) high cost per gmn{'yp:damim:l, b u.!uvadlabd.'li‘l'? ufPer:Dcn.ne]
and laboratories qualified to generate and analyze genomic data, and (c) in the same armay
makers for different QTLs and different aptitudes reduchion of the availability of gemomic
data for the traif of interest. Carroll and Charo [55] called the attenfion upon an array for
bovine selechion. The markers in that ammay were chosen to select meat and mdlk production.
The total of informative SMNE's was reduced based on the total mumber of SHEs in the amray.
Goddard [64] repocted that perhaps the two most critical issues that hinder the usefulness of
genomic selection in the agribusiness mdustry are the lack of qualified personnel and the cost
per animal for their genotyping.

'Lad::]_v, the P-a‘benﬁal of arTay castomization and the advancement of genome scq_uutci.ng
methodologies have boosted the applicability of genotyping farm animals and reduced the
cost pez animal. Moreover, NGS is a P-a‘werful fool to g\em:rat: information on the whole
Eenome of selected andmals !‘ug\eﬂ'l.ﬂ' with :d.!q_uah: animal tht}?hg, which will comfrib-
ute to adequately estimate true genomic breeding vahies for the livestock. Several authors
have pointed out that the advancement of genome-wide assodation shudies (GWAS) has pro-
viding excellent and efficient information to be used in livestock genomic selechon programs
{G5F) [34. 57, 65]. GWAS has allowed the identification of candidate genes potentially assod-
ated with phenotypes of economic interest (Figure 4). Thus, the piece of information pener-
ated for a given herd has become more powerful to predict it genomic merit and also to be
used to assist :.d.:q'ua‘be selecton of the desired arnin\zlPhumt}rPe. Th::l::'b}:_. gumri.c 'bu:\eed:i.ng
walies have become even more useful and acourats, cn:r.h.'ﬂ:ﬂ.l.ti.r.g fo efficient de.:isi.un—n\:king
by herd managers and producers.

Bosch et al. [67] have addressed the final cost for poultry penotyping considering two distinct
ATTAyS from the same company, nan'l.:]'_;-_. ChickenS2F50 and ChickenSHPaO0E, ::Pu:\esmﬁng
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both the early and the state-of-the-art arrays, respectively. The author reported that the geno-
typing challenge has remained the cost per animal, which has a negative impact on genomic
zelection. At first, genotyping as 2 whole has b heaper. Neverthel the cost per ani-
mal has not reduced zatisfactory. Manufactures claim that the new arrays will collect more
significant SNPs to be used in breeding strategies (Figure 5), justifying the increase in the cost
per animal. Similar arguments have been displayed by different authors [65, 67, 65] who alzo
claim a steadfast increase in the usze of high-density SNP arrays from both academic research-
ers and commercial facilities to assizt with lvestock breeding and ic selection globally.

Much debate around the SNF arrays customarily iz used for bovine genotyping, espedally
for zelection of meat and dairy animals. Specializtz have claimed that low-density arrays has
areduced capacity to predict the phenotype in Bos faous indics mostly becauze the markers
in the array are more representative of Bos faurus Tawrus, affecing mainly the minor allele

o -
g
¥
" | T 1 L] L] L] 1 ' L] 1 L] T | [ e ) JON RO ENERERDE
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Boi tawres Autonomen
Figure 4 Manh plotting sh g the distridbution of the significart vals of SNPs per bovire astosomal

clromesomes with sespect 10 M milk yiedd in Girolandio. The GWAS dischosed 7 SNFs associated with mdlk
production talt in dairy castle with 2 p vahw <107 and 2 false disoowery rate of 65% accoeding 1o the study of ik
production in Gimlando [66].

3k (3,008 SNPs) 50k (54,608 SNPs) HD (777,540 SNPs)

Figure 5, The resolution of the asvays 1l on indi % the . of an amray lsbased on the number of markers
availabie to powerfully predict the breed genoosc merit related o the desired acanomical trait.
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ﬁ'ET.‘I.ﬂJ.C_\" (MLAF) of several SINFs for some breeds, I\e'rl.d.z:l:img them non-wseful for bresd-
ing selection [69]. Hickey [70]. Austay et al. [71]. and Mrode et al. [68] have addreszed the
issue of development of future SNF arrays to be applied for bovine selechon. They claim that
nEwW arTays must mchade a la.tgn:r number of markers r\ep:::.mhﬁv\e of dishnct breeds and)
or fuhurs arrays must be customized for .:.sP-eci.ﬁn: brmad, hz.r.i.ng less markers, but all chosen
bazed on their MAF. Af last it iz al=o n-atewnu.'ﬂ'.? fo menbon &L:.!‘m.:.:l.' could be ::!placzd 'b:..
WES, ]:-end.'n:l.g'unl::cm fthe cnﬂPﬂuﬁmaJ, a d'l.a].'lmgeﬂutwﬂbe n'l.n.-t'l:rvﬂ'l.cm.armia.c!um
Teng and Xiao [72]. Braford et al. [65], and Steyaert et al. [73] considered that as soon 2= WGS
becomes economically competrtive it will be accessible to promote 2 mew revolation in the
field of livestock penomic selection and breeding.

2.3, Application in research: from mutagenesis to pharmacogenomics

Lﬁc:nma}’m:&m-d-:]ngic: h:.ve'bﬂ‘nimpa.dcd in diferent S=lds ecf'bci.alugin:al soienice, allowr-
:i.ng the identification of gm-ami-c alteraboms aP'P]ud in the area of mut:.gm::i.':, :i.ndud:i.ng
tw:i.c-:]ng}'. gmctin: !q:n:i.cnlog}r, as well as Phanrl.a.-:\e-gﬂ:nmﬁc: [74. 73]

In the area of tm:i.oalug}', gene E.TPIE:EiDﬂ.‘I. P:nEJ.e-s- based om nu.cmau.'rn .l.l'Lll"P":.H- cam h.d.]:-
understand the multiple pathways and mechanisms on the achion of tosdc substances at the
zame Hme. Furthermors, n\in:l:u:.'l:l.'.:.:l.f arul}:se: ar= imPurta.nt o understand the =fects of
menobiotics across the genome and the rapid identification of toxdc risks of new drugs and
chemicals. Thus, g]l:-'l:l:l iIl.il_l"JiE of gene eo:_pu:\e:sim hia= the :imPn-rt:m:z an:m'id.'mg a moTe
cnmprehuﬁv\e 1.':i.n.-wafh!j|:i.t}: Ehan was P::t'inLul}'Pus\:iblc. sinice tm:i.n.-.i!}' u..ﬂ.l.:JJv involies
changes not only in one or a few genes but is a cascade of gene interactions [74].

Understanding the funchion of genes is a major challenge m the post genomic era and in order
o u:ig.n the rol= of genies m melecalar nebrociks, :h.'atzgic-s- sach as P'm!emﬁ-cs. mefabolo-
mics, and transcriptomics have been implemented [76]. The gene expression profile of a cell
determdmes s funchon, ph:nnt_vp:, and Iesponse to the snviromument. Thus, the a.'l.'na.'l.].':'m of
gene ErPu:\e::im becomes niECessary for the :i.n-d-eP!h :h:d._v of biochemical Pﬂﬂ'l.w.:.}'s. Tegu-
la‘l:m.j.-' mechanizms, and broader cellular Sunction [77). Some conventional ina.'l.}’se: for the
gene expression profile are optimized only for smgle-gene investigation. Macroarrays have
bmem dm.-:lup-cdz highTEfqm\mce, eficient, and Eﬂmpﬂ.":l‘l.ﬂ‘l:ﬁ."ﬂ: tools for the siultaneows
study of mmltiple penes [78]. Therefore, microarray methodologies are being used to study
the tuun'iPtimal P'mﬂ-:. le.a.d.i::g to the research of new FeEnes and molecular markers, hav-
ing applicability in the field of pharmacogenomics for tradng changes in the expression of
Eenes that are sensifive or resistant to a g.i.ven dru; thu=, it can be used to mal}-ze differerdial
profiles of gene expression that are induced or repressed by xenobiokics [79, B0].

Ph:m\zmgumﬁc studi=s of EemEes and gene Pcm-duds [Pu:uld.!u:- are -E-Sﬁﬂﬂﬁilfﬂﬂ.’Phim\im—
lug;i.cal oT tcuﬁcu]ng;i.ca] Iesponses o Ph:muﬂ:uﬁ::al a.gcnh. In addibom, it m.al}ze-s- g:‘m:ti.c
determinants of EnTFmes, :neceP!u:l::, hm_."PurtEI:_. and tug:h that metabolize dmg:- and that
influence d:ug efﬁ.r.:.v:}f, ::.ﬁet'_;-. arnd dmghr\da‘t!d. pl'l.enntvpe: [79]. A omrrent focus of P!ur\-
macogenomic research explores the effect of interindividual genetic differences related to
dmg response by providing information that can be used fo inform the appropriate selec-
Homn of indizvdidaal drug: crd-u:higr\egmm [27. 78, El]. thmacngmmﬁ.c research involves
5::.!1:&:.5 the enmfirs Fenome to fnd smgle mncleotde Polvmmpl'm (ShFs) that may b=
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assodated with dmg responses [79]. Genetic polymorphism studies are performed to classify
indiwiduals according fo their drug metabolism or disease response capabilities [51].

In a pilok study, Liljedahl et al. [B2] developed a microarray genotyping system for multiplex
analysiz of a panel of SNFPs in genes encoding proteins involved in he regulation of blood
pressure, demm:h:.ﬁng their 1.-:'1:.1:&.15'1? in response to h}Ter!msi.":\e dmg;-. Thersfors, micro-
array-based tests have provided auseful fool for simultanecus measurement of relative levels
of expression of a large number of clinically relevant genes in the context of dizease or dg
respanses [B3]. Moreover, the application of the technique in the field of pharmacogenom-
ics characterizes and validates neswr &u:r.:.]:-euﬁn: t::g\eh_. their mechanism of action, metabolic
Paﬂ'Lw.a.}'s. undesirables side efects, serlmhnh anmd tmu.-nh to certain d:u.gz [E4].

To date, &mei:..:.sc::nci.tynfsl‘udie—s Du.'l.ﬂ'l.eirui'ucﬁmnfgﬂ'm bHme mutabons m humans.
However, SWP-basad arrays can alzo be .:.FP]i.cd fo monitor individuals Erlpmed o :i.un.i.zi.ng
radizbon, and :i!h:sbeenp:l:m'm fobe auseful :h:le-g_w toevaluats Pntmtul health risks related
to environmmental mutapens. Costa et al. [65] presented results of the analysis of the effect of
accidental ExXpOsuTE to low doses of iccn:i.zi:ug radiafion om the formation of de novo, nonrecur-
rent CIWs in the progeny of 2 human population accdentally exposed to cesium-137 during
the radiuhg;i.r.:] accident in Goiania, Brazil The hJ.gh-dEnmh. SIP arzay used m that sh:d}:
allovwed the observation of de nove mutations mduced in the perm Ine of parents exposed to
very low doses of ionizing radiafion Although the study of Costa et al. [B5] is the pioneer in
the Seld and :::n:]_ui.t\e-s- validaton, it shed li.ght oo Hhe P-u!m'l:i.:.'l of SINEP arrays to unravel CVS bo
be used as useful perm line biomarkers to characterize the exposure of biological systems to
mu!agznin: agmis-. Thus, & new axa of Pu::i.'l:\d.'li.ﬁ.c—s- of usi:ng CMA foresolve a 'ﬁnnet}: of 'bd.u]ng.i.—
cal questions is upon us and once again the fubore keep on locking promising.
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