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RESUMO

BARETTO, N. Analise de CNVs e indicagdo clinica em individuos
com deficiéncia intelectual e outros distirbios do desenvolvimento
diagnosticados por CGH Array. Floriandpolis, 2015. Dissertagdo de
Mestrado em Biologia Celular e do Desenvolvimento — Pds-Graduagao
em Biologia Celular e do Desenvolvimento, Universidade Federal de
Santa Catarina, Santa Catarina, 2015.

A deficiéncia intelectual (DI) é caracterizada por limitagdes
significativas no funcionamento intelectual e no comportamento
adaptativo, origina-se antes dos 18 anos de idade e afeta cerca de 1 a 3%
da populacdo do Mundo e 1,37% da populacdo brasileira. As causas
etiol6gicas da DI séo variadas e de dificil identificacdo, devido a sua
heterogeneidade. Entre as causas genéticas, a variagdo no nimero de
copias (CNVs) de trechos do DNA no genoma vem sendo amplamente
estudada em distirbios do desenvolvimento, através da técnica de
hibridizagdo comparativa por arrays (CGH array). CNVs sdo comumente
classificadas como benignas (CNVs comum), de significado clinico
incerto (raras), potencialmente patogénicas (raras) e patogénicas (raras).
O presente estudo teve como objetivo avaliar as CNVs encontradas em
individuos com DI e distirbios do desenvolvimento e interpretar a sua
contribuicdo para o aparecimento do fenétipo. Foram analisados 109
resultados de exames de CGH array, realizados pelo Laboratério de
Genética Humana Neurogene, em Santa Catarina, com as informagGes
clinicas e fenotipicas fornecidas através do preenchimento de
questionarios pelos médicos responsaveis pela solicitacdo dos exames.
Houve uma prevaléncia de dois tercos do sexo masculino na populacdo
estudada, sendo que os principais fen6tipos que levaram a solicitacdo da

investigacdo foram ADNPM, dismorfias de cabeca e face e DI. O



esclarecimento diagnostico foi maior para DI severa, DI leve e
hiperatividade associada a outros distarbios. Os individuos testados
apresentaram um total de 276 CNVs (187 microduplicacbes e 89
microdele¢des); 81,2% benignas, 7,2% de significado incerto, 9,4%
patogénicas e 2,2% potencialmente patogénicas. Os cromossomos 18, 19
e 21 apresentaram o menor nimero de CNVs. N&o foi encontrada
nenhuma CNYV rara nos cromossomos 5, 10, 12, 19, 21 e Y. Seis casos
potencialmente patogénicos foram descritos em mais detalhe, um desses
casos representa uma delegdo em 3 pl13-pl4.1 de 1.9MB, que confirma
que a haploinsuficiéncia do gene MITF ¢ suficiente para causar surdez
congeénita. Este estudo vem destacar a importancia do CGH array para o
diagnostico de distirbios do desenvolvimento inclusive para que seja
inserido nos programas de salde publica como um primeiro teste

diagnostico a ser ofertado pelo SUS.

Palavras-chave: Deficiéncia intelectual, CGH array, CNVs, indicacdes

clinicas, distlrbios do desenvolvimento.



ABSTRACT

BARETTO, N. CNVs analysis and clinical uses for individuals with
intellectual deficiency and other development disorders diagnosed in
array CGH. Floriandpolis, 2015. Dissertacdo de Mestrado em Biologia
Celular e do Desenvolvimento — P6s-Graduacdo em Biologia Celular e
do Desenvolvimento, Universidade Federal de Santa Catarina, Santa
Catarina, 2015.

Intellectual disability (ID) is characterized by significant
limitations in intellectual functioning and in adaptive behavior. It
originates before the age of 18, and affects about 1-3% of the world
population and about 1.37% of the Brazilian population (CENSO 2010).
ID has different levels of severity: mild, moderate, severe or profound,
depending on the degree of intellectual impairment combined with
adaptive behaviour. The etiological causes of ID are varied and difficult
to identify due to clinical and genetic heterogeneity. Among the genetic
causes, copy number variation (CNV) of DNA stretches in the genome
has been widely studied in developmental disorders. CNVs are commonly
classified as benign (common CNVSs), of uncertain clinical significance
(rare), potentially pathogenic (rare), and pathogenic (rare). This study
aims to evaluate the CNVs found in patients with ID and developmental
disorders and classify them according to their contribution to the
appearance of the phenotype. We analyzed 109 results for CGH array
investigation to obtain the phenotype of each individual. We observed:
(1) a higher prevalence of males in the population studied, (2) that the
major phenotypes observed were developmental delay, dysmorphic face
and head and ID, and (3) the higher diagnostic rates were obtained for
individuals with severe ID, mild ID, and hyperactivity. An overall of 276

CNVs (187 microduplications and 89 microdeletions) were observed. Of



these changes 81.2% were benign, 7.2% of uncertain significance, 2.2%
potentially pathogenic and 9.4% pathogenic. Chromosomes 18, 19 and 21
had the lowest number of CNVs. Rare CNVs were not observed in
chromosomes 5, 10, 12, 19, 21 and Y. Six cases of potentially pathogenic
CNVS were studied in more detail, and in one of these cases a deletion of
19MB in 3pl3-pl4.1 was observed, confirming that the
haploinsufficiency of the MITF gene is sufficient to cause congenital
deafness. This study highlights the importance of the investigation of
CNVs in the diagnosis of developmental disorders, underscoring the
importance to include array CGH as first investigation for ID in the public
health system (SUS).

Keywords: Intellectual Disability, array CGH, CNV, clinical indications,

developmental disorders.
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1. INTRODUCAO

1.1 A Deficiéncia Intelectual

O conceito de deficiéncia intelectual (DI) vem se modificando ao
longo do tempo. A caracterizacdo DI, um dos mais prevalentes distlrbios
do desenvolvimento, é dada por limitagBes significativas no
funcionamento intelectual e no comportamento adaptativo, que envolve
muitas habilidades sociais e praticas cotidianas (SCHALOCK et al.,
2010). Segundo a Associacdo Americana de Deficiéncia Intelectual e
Desenvolvimento (2013), (do inglés, American Association on
Intellectual and Developmental Disabilities - AAIDD) entende-se por
funcionamento intelectual a capacidade mental geral, como aprendizado,
raciocinio, e resolucdo de problemas. Enquanto que o comportamento
adaptativo é o conjunto de habilidades conceituais, sociais e praticas que
sdo aprendidas e realizadas por pessoas em suas vidas cotidianas. Sao
estas habilidades de linguagem e alfabetizacdo, habilidades
interpessoais/sociais, e praticas de habilidades de atividades da vida diaria
(AAIDD, 2014).

A DI origina-se antes dos 18 anos de idade, caracterizando esta
patologia como uma condigéo relacionada com o neurodesenvolvimento
do individuo. Estudar a etiologia da DI é um desafio devido a sua elevada
heterogeneidade clinica e genética (ROSELLO et al., 2014). A maioria
das Dls é classificada como sendo de causas idiopaticas (ainda ndo
conhecidas). Podem se dever a um defeito isolado, onde o prejuizo
cognitivo representa a Unica manifestacdo da patologia, denominada

inespecifica ou ndo-sindrdmica, ou causar uma desordem com
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dismorfologias evidentes ou fatores clinicos, radiol6gicos, metabdlicos
associados, onde varios sistemas em desenvolvimento sdo afetados o que
seria a DI sindrémica (CHELLY et. al, 2006).

1.1.1 A Prevaléncia da DI

A DI afeta cerca de 1 a 3% da populagdo mundial (HARRIS,
2006), distribuida de maneira desigual com relacéo a paises emergentes e
paises desenvolvidos (KARR, 2011). Estima-se que cerca de 85% dos
afetados apresentam deficiéncia intelectual leve (DIL); os outros 15%
dividem-se em deficiéncia intelectual moderada (DIM) e deficiéncia
intelectual severa (DIS) (VAN BOKHOVEN, 2011).

A maior prevaléncia é observada em paises de renda baixa e
média, onde as taxas de pessoas com DI chegam a ser quase duas vezes
maiores do que nos paises de alta renda (MAULIK et. al, 2011). Isso é
compreensivel, uma vez que em paises com poucos recursos, pode haver
mais nascimentos de criangas com DI, devido a ma nutricdo materna pela
escassez de alimentos nessas regides, a falta de métodos adequados de
triagem pré-natal (DAVE; SHETTY; MEHTA et. al, 2005), e infeccOes
recorrentes que as gestantes podem vir a ter devido as mas condicOes de

salde e higiene nessas regides (MAULIK et. al, 2011).
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1.1.2 A Deficiéncia Intelectual no Brasil

De acordo com Censo 2010 (IBGE, 2011) no Brasil ha
45.606.048 pessoas com pelo menos um tipo de deficiéncia, seja ela
visual, auditiva, motora ou intelectual dentre seus 190.755.799 habitantes,
ou seja, um percentual de 23,91% da populacdo total possui algum tipo
de deficiéncia. Destes, 2.611.536 apresentam DI, o0 que corresponde a
1,37% da populacéo brasileira e a cerca de 5,7% da populagdo com
deficiéncia. No estado de Santa Catarina foram registradas 71.956
pessoas com DI, sendo que as 219 escolas especiais do estado conseguem
atender cerca de 16.800 alunos, segundo dados fornecidos pela Fundagéo
Catarinense de Educacdo Especial (FCEE) referentes ao primeiro

semestre de 2011.

Mesmo com estes nimeros, a percepcdo dos profissionais de
salde em relacédo a relevancia da DI como problema de saide publica é
muito pequena comparada com outras doencas (MORAES et al. 2006).
Muitas sindromes que envolvem DI tém fen6tipos muito caracteristicos
que sdo facilmente reconheciveis, porém a falta de profissionais
preparados pode levar a atraso desnecessario no diagnéstico, diagnosticos
equivocados ou oportunidades perdidas para oferecer aconselhamento
genético (BENJAMIN et al. 2013).

As medidas que vem sendo tomadas para diminuir a incidéncia
de DI no Brasil sdo relacionadas com a ampliacdo da cobertura de
consultas pré-natais, melhorias no atendimento a gestante, e realizacdo de
teste do pezinho para identificacdo dos principais problemas metabdlicos

cujo diagndstico precoce pode evitar ou reduzir a ocorréncia de sequelas.
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Porém, é importante que haja uma atencdo especial as familias onde

ocorre a transmissao hereditaria de deficiéncia intelectual.

1.1.3 Diagnostico e Avaliacéo

Uma maneira de medir o funcionamento intelectual é através do
teste de Quociente de Inteligéncia (QIl), sendo este um critério para
diagnostico e avaliagdo de DI amplamente utilizado no mundo inteiro
(REJEB; JEMAA; CHAABOUNI, 2009). O QI é uma medida obtida por
meio de testes desenvolvidos para avaliar as capacidades cognitivas do
individuo, em comparagéo ao seu grupo etario. Geralmente, um teste de
QI de cerca de 70 a 75 pontos indica um funcionamento intelectual
limitrofe. Com base nos valores de QI, os niveis de gravidade de DI,
segundo a Associagdo Americana de Psiquiatria, sdo avaliados em quatro
tipos: DIL (QIl entre 70 e 50), DIM (QI entre 49 e 35), DIS (Ql entre 34 e
20) e DI profunda (QI inferior a 20) (DSM 1V, 2010), esta Gltima, em
muitos estudos, costuma ser englobada dentro da DIS. No entanto, é
importante ressaltar que outros fatores devem ser levados em conta, como
0 ambiente, a comunidade que este individuo esta inserido e a sua
diversidade (LEONARD; WEN, 2002).

Como muitas vezes ndo ha possibilidade de se realizar um teste
de QI por profissionais capacitados como psicdlogos ou psicopedagogos,
muitos médicos com base na experiéncia profissional conseguem
classificar seus pacientes de acordo com dados clinicos obtidos na
consulta, de acordo com o que é proposto pela nova versdo do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais publicada em 2013

(DSM-V). Nesta versdo as pontuacdes de QI foram desconsideradas, pois
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ndo existe mais um limiar para se estabelecer um diagndstico. A
justificativa para esta mudanca foi que as pontuactes de QI podem ser
insuficientes para avaliar o raciocinio em situacdes da vida real e dominio
das tarefas praticas e sociais. Por exemplo, uma pessoa com um QI acima
de 70 pode ter graves problemas de comportamento adaptativo e na
compreensdo social, sendo seu funcionamento real compardvel a de
individuos com uma pontuacdo de QI mais baixo ou vice-versa (DSM-V
2013).

Quanto mais grave a deficiéncia intelectual, maior a chance de
haver a presenga associada de crises convulsivas, autismo e problemas na
coordenagdo (JELLIFFE-PAWLOWSKI et al., 2003). De acordo com o
DSM-V (2013) a DIL é geralmente atribuida a individuos que ndo se
beneficiam da instrugdo que recebem para um maior desempenho na sua
vida académica e laboral, com falhas na compreensdo ou exposi¢do de
conceitos abstratos, com atengao oscilante, porém com boa autonomia nas
atividades da vida diaria (alimentar-se, realizar medidas de cuidado e
higiene pessoal, deslocar-se dentro e fora do domicilio e tomar decis6es).

Os individuos com DIM, além de problemas com atencéo, sao
caracterizados por um fluxo lento de ideias, pobreza de associacOes,
dificuldade para abstracdo ou sintese de ideias, dificuldades para
compreensdo de conceitos relativamente simples, comportamento
variavel/instavel, falhas de percepcéo, problemas de coordenacédo motora
e semi-dependéncia nas atividades cotidianas (DSM-5, 2013).

Os individuos com DIS tém falhas sérias na comunicacéo,
utilizando palavras simples e frases pouco elaboradas, apresentam déficits
no desenvolvimento psicomotor com alteracdo no padrdo de marcha e

necessitam de supervisdo 24 horas por dia, com necessidade de auxilio
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para varias atividades simples de autocuidado. Os individuos com DI
profunda estariam abaixo das possibilidades da testagem de QI por
pontuagdo, apresentando graves déficits na fala e linguagem, com
comunicacdo eventual por meio de fala estereotipada e rudimentar de
dificil compreensdo, déficits psicomotores graves, geralmente com
incapacidade para locomogdo, podendo apresentar comportamentos
autodestrutivos, como bater a cabeca na parede ou automutilacéo,
necessitando de auxilio mesmo para as necessidades mais basicas (DSM-
V, 2013).

O diagnostico de DI ndo deve ser feito antes dos 5 anos, pois seria
um diagnéstico inconclusivo, uma vez que os instrumentos validos
disponiveis para avaliar a inteligéncia ndo sdo geralmente aplicaveis nesta
fase. Assim, para esses casos, adota-se 0 termo Atraso no
Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM), pois ainda se considera a
possibilidade de ser um atraso que pode ser recuperado (SHAFFER,

2005). Depois de estabelecida a DI, ndo ha formas de reverter a situacéo.

1.1.4 Importéncia e Impactos na Sociedade

A DI é a condicdo mais cara de todos os diagnosticos da
Classificacdo Internacional de Doencas (CID-10), mais cara que a
neoplasia, conhecidamente a doenca que mais mata no mundo (ROPERS,
2010). Este custo é calculado pela manutencdo basica do individuo com
alimentacdo, vestuario, cuidados com salde e educacdo, como também
pela forca de trabalho perdida por este individuo afetado, assim como o
custo do trabalho de quem cuida do mesmo (BOKHOVEN, 2011).
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Seus impactos na sociedade fazem com que a DI ainda ndo tenha
uma interpretacdo ligada como uma condicdo de salde, mas
principalmente como uma questdo social ou educacional. A DI é muitas
vezes esquecida por causa de sua associagdo com outros transtornos
psiquiatricos, como o autismo, epilepsia e esquizofrenia, fato que também
contribui para que ndo esteja presente em diversos programas globais de
salde. Mesmo em cursos de medicina, praticamente ndo ha ensino

direcionado ao diagndstico e atencéo do individuo com DI.

1.1.5 Causas da DI

As causas etioldgicas da DI sdo variadas e de dificil
identificacdo. Os fatores incidentes podem ser de origem genética que
incluem anormalidades cromoss6micas, sindromes de microduplicacdo
ou microdelecdo; formas ligadas ao cromossomo X; autossémicas
monogeénicas de heranga dominante ou recessiva, podendo ser impactadas
por imprinting genético (ROSELLO et al., 2014). Dentre as herdadas, a
consanguinidade é considerada um importante fator de risco.

A DI também pode ser derivada de causas ambientais que afetam
o0 complexo materno-fetal como tabagismo, alcoolismo, consumo de
drogas, efeitos colaterais de medicamentos teratogénicos, doengas
maternas crénicas ou gestacionais, doencas infecciosas na mae que
podem comprometer o feto, e desnutricdo materna (ROPERS, 2010;
FIOCRUZ, 2014). Depois ha outros fatores como hipoxia ou anéxia
perinatal, prematuridade e baixo peso, ictericia grave do recém-nascido,
desnutricdo, desidratacdo grave, caréncia de estimulacdo global,

infeccBes (meningites, sarampo, rubéola, toxoplasmose,
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citomegalovirus), intoxicacBes exdgenas e acidentes que acarretem
traumas cerebrais, que podem prejudicar o desenvolvimento intelectual
normal resultando em DI (ARMATAS, 2009).

Segundo Robinson e Linden (1993) as malformacdes congénitas
gue acometem cerca de 3 a 4% dos recém nascidos e até 6% considerando
criangas de no maximo um ano de idade, aumentam mais de 20 vezes a
probabilidade de uma crianga apresentar DI até os 7 anos de vida,
comparando-se com criangas da mesma idade sem malformagGes
aparentes (JELLIFFE-PAWLOWSKI et al., 2003).

Anomalias cromossdémicas sdo detectadas nos exames de
individuos com deficiéncia intelectual em porcentagens que variam entre
4% a 34.1% (XU; CHEN, 2003). Sabe-se ainda que muitos casos de
deficiéncia  intelectual ~ abrangem  rearranjos  cromossomicos
subteloméricos, provavelmente devido a alta densidade de genes nestas
regides (DE VRIES, et. al, 2003). Estes rearranjos explicam a causa de
pelo menos 5% dos casos de deficiéncia intelectual idiopatica e sdo
observados em casos de DIM com uma taxa de 7,4%. (DE VRIES et al.,
2001; RAUCH et al., 2004).

Principalmente, na DIM e DIS os fatores genéticos sdo as causas
mais importantes (BALASUBRAMANIAN; BHATT; GOYEL, 2009).
Mais de 60% da DIS (QI < 50) pode ser causada por fatores genéticos
(INLOW; RESTIFO, 2004; TURNPENNY; ELLARD, 2009).

Nas populagdes caucasianas, uma porc¢ao significativa dos casos
ocorre devido a muta¢bes dominantes novas, incluindo microdelecdes e
microduplicacdes. Em casos de deficiéncia intelectual esporadica, estas
alteracGes, assim como translocac@es e inversdes, representam cerca de
10-15% dos casos (BISSAR-TADMOURI et al., 2014).
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Algumas condicdes dominantes podem ser herdadas, mas
geralmente sua heranga ndo segue um padrao estabelecido, uma vez que
0s genes causais devem ter expressividade varidvel ou penetrancia
incompleta para se perpetuar na populacdo, o que reflete uma expressdo
influenciada pelo ambiente gendmico em que se manifestam. (ACOSTA
etal., 2012; GREENBERG et al., 2012; e MARIS; TROTT, 2011).

1.2 Métodos Diagnosticos

Para se encontrar alteragbes genéticas que possam ser
causadoras de distdrbios do desenvolvimento foram desenvolvidas
inimeras técnicas. A primeira técnica capaz de observar tais alteragdes,
foi a citogenética tradicional, onde se faz uma analise individual, célula a
célula, do padrdo cromossOmico. Esta técnica detecta muitas
translocagdes, grandes delecGes e duplicagcdes, porém ndo fornece
informagdes diretas que identifiquem os genes associados as alteragGes
encontradas. Com seu auxilio foram descobertas alteragdes
cromossdmicas responsaveis por sindromes com caracteristicas clinicas
bem conhecidas, como a Sindrome de Prader-Willi, Angelman e
Williams, que posteriormente foram explicadas por haploinsuficiéncia ou
imprinting de genes especificos (GOLDENBERG; SAUGIER-VEBER,
2010). Cerca de 10-20% dos casos de deficiéncia intelectual podem ser
explicados por achados em exames de cariétipo alterados, com menor
percentual (3%) na pesquisa de sindromes que ndo sdo identificadas na
analise clinica (DETH, 2012; MILLER et al., 2010).

Métodos de citogenética molecular surgiram para serem

complementares aos métodos de citogenética classica. A técnica de
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hibridacdo in situ fluorescente (Fluorescent In Situ Hybridization-FISH),
detecta sequéncias de DNA com uma sonda marcada com fluorescéncia
que hibridiza especificamente com a sua sequéncia alvo complementar,
vindo suprir limitagdes da citogenética tradicional, possibilitando, assim,
determinar regiGes com maior especificidade (TRASK, 1991). Outra
técnica muito utilizada é MLPA (Multiplex ligation dependent probe
amplification), que permite detectar microdele¢des e microduplicagdes
com até 40 sequéncias de DNA, com base em reacfes de cadeia da
polimerase (PCR) (SCHOUTEN et al., 2002). As duas técnicas
contribuiram para a observacdo de alterag8es cromossdmicas estruturais
com tamanhos inferiores aos 10 milhdes de bases (Mb), como as dele¢des
subteloméricas, que representam aproximadamente 2,5 a 5% de todos o0s
individuos com diagnéstico de DI (DE VRIES et al., 2001; BOKHOVEN,
2011). Como essas duas técnicas utilizam sondas com locais de ligagédo
no DNA especificos, para solicitar exames de diagndsticos por técnicas
como FISH e MLPA deve-se suspeitar ou conhecer a patologia e/ou o
local do genoma em que pode ser encontrada a alteracdo responsavel,
como ocorre nas sindromes de Prader-Willi e Angelman (15q11.2-q13) e
sindrome de Williams-Beuren (7g11.23), entre muitas outras.

Novas técnicas surgiram para que pudesse ser feito o diagndstico
de individuos que ndo apresentam caracteristicas evidentes de alguma
sindrome conhecida, possuem DI idiopatica e 0 exame de cario6tipo ndo
evidenciou alteracGes. Isso é a realidade da maioria dos casos devido a
grande heterogeneidade etiologica da DI. Nesta situacdo é necessario
partir para técnicas gendmicas como hibridizacdo gendmica comparativa
por microchip (array Comparative Genomic Hybridization) geralmente
referida como CGH array (MEFFORD; BATSHAW; HOFFMAN,
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2012), sequenciamento de nova geracdo de exoma ou mesmo do genoma
completo. Estas investigacdes podem detectar aneuploidias e sindromes
como a sindrome de Di George (22g11.2), a monossomia de 1p36.1, até
mutacOes de ponto, regides com perda de heterozigozidade e alterages
no padréo de metilagéo. A aplicacéo das técnicas gendmicas para o estudo
de individuos com DI tem fornecido um grande avango na compreensao
da sua etiologia e caracterizagao de novas sindromes devido a sua maior

resolugdo e precisao.

1.2.1 CGH array

A técnica da hibridizagdo gendmica comparativa foi descrita por
Kallioniemi et al. (1992), envolvendo longos trechos cromossémicos
dispostos em uma lamina. Desta técnica derivou a hibridizagdo gendmica
comparativa em microchip de DNA (Array Comparative Genomic
Hybridization), conhecida por CGH array, microarray ou aCGH, onde
trechos bem menores (sondas) eram utilizados. O CGH array surgiu
como uma importante ferramenta para a detecgdo de alta resolucdo de
variagdes do numero de cépias (copy number variation - CNVs) de
trechos de DNA no genoma, aprimorada através de matrizes que possuem
uma maior densidade de sondas carregadas em chips, acompanhada pela
evolucdo de tecnologias de deteccdo cada vez mais precisas e sofisticadas,
0 que permitiu que alteragdes muito menores fossem detectadas e um
namero maior de genes fossem testados (VASSON et. al, 2013).

A técnica de CGH array permite a analise do genoma com uma
resolucéo tdo alta quanto 1 quilo bases (Kb), mil bases, enquanto que o

exame de citogenética convencional permite a uma resolucdo de 10 a 5
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Mb (EVANGELIDOU et al., 2013; D’AMBROSIO et al., 2014). No
momento, essa técnica é considerada o melhor método para detectar
desequilibrios genémicos, em particular rearranjos submicroscopicos,
perdas (microdelecdes) e ganhos (microduplicacbes) de DNA, assim
como perdas de heterozigose (Loss of Heterosygosity - LOH). LOH
representa areas do genoma que possuem longos trechos continuos de
homozigose, frequentes em individuos aparentados, ajudando a detectar
0 aumento de risco para uma condig&o recessiva ou sugerir uma dissomia
uniparental, assim como pode identificar grandes rearranjos intragénicos.

O CGH array apresenta a desvantagem de ndo detectar rearranjos
equilibrados como inser¢es, translocagdes e inversdes nas quais ndo
ocorreu ganho ou perda de DNA, mas que as vezes podem afetar a
estrutura ou a expressdo de genes, e ndo consegue detectar mutacdes
pontuais responsaveis por doencas monogénicas. Mas é possivel
customizar o chip para reconhecer polimorfismos de nucleotideo Gnico
(single nucleotide polymorphisms — SNPs) especificos (VASSON et al.,
2013; D’AMBROSIO et al., 2014).

Nos resultados dessa técnica é possivel observar a regido exata
da alteracédo, pela coordenada gendmica, e também o tamanho da CNV
encontrada. E possivel verificar nos segmentos cromossémicos de um
individuo se ha alteracdo (delecdo ou duplicacdo) de DNA comparado ao
genoma referéncia. Os programas utilizados para analisar as CNVs
permitem identificar se existem genes envolvidos na alteracdo, e quais
sdo, através de correlagcdo com a sequéncia referéncia do genoma humano
(KHARBANDA,; TOLMIE; JOSS, 2014).

A possibilidade de analise simultanea de todos os genes do

genoma torna o CGH array uma ferramenta valiosa para uma nova
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abordagem de diagnostico que vem para facilitar o diagnéstico molecular
de grupos heterogéneos de doencas, tais como as distrofias musculares,
DI e autismo (VASSON et al., 2013).

Geralmente a amostra em investigacao e uma amostra referéncia
sdo marcadas diferencialmente com fluorocromos (verde e vermelho)
depois co-hibridizadas no chip (array). O software de analise de matriz
CGH usa algoritmos para identificar delegdes e duplicagdes na amostra
investigada, com base na diferenca de densidade das cores em cada ponto
da matriz. Excesso de vermelho indica dele¢cdo no DNA do analisado e
excesso de verde indica uma duplicagdo desse DNA (KHARBANDA,;
TOLMIE; JOSS, 2014). Porém ha inovacGes neste sistema. Na
metodologia de CGH array da Affymetrix (utilizada no presente estudo)
as sequéncias de DNA do individuo afetado sdo comparadas com sondas
de DNA de sequéncias referéncia depositados na plataforma de
microarray, sendo as diferencas de hibridizacao detectadas diretamente,
dispensando a competicdo de hibridizacdo com uma amostra referéncia
(AFFYMETRIX, 2013).

1.2.2 As Plataformas de CGH array

As plataformas variam basicamente de acordo com a resolucao e
o tipo das sondas que compdem o chip (SHINAWI; CHEUNG, 2008). A
resolucdo é mensurada pelo tamanho e o espagamento entre uma sonda e
outra. Os tipos de sondas podem ser: sondas em BAC (Bacterial Artificial
Chromosomes) ou oligonucleotideos. As sondas de BACs derivam de
bancos gendmicos de sequéncias humanas inseridas em cromossomos

bacterianos artificiais e possuem uma resolucdo mais baixa quando
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comparadas as plataformas de oligonucleotideos. Microchips de
oligonucleotideos sdo comumente usados pela maioria dos laboratdrios
pois possuem um aumento da cobertura gendmica para quase trés milhdes
de sondas por matriz (BOKHOVEN, 2011).

As plataformas compostas por oligonucleotideos possuem
capacidade diagndstica mais elevada (~15%) que as compostas por BACs
(~10%), fornecendo uma maior gama de elementos para o0
aconselhamento genético (CARLSON et al., 2005; ROGOWSKI, 2006).
As principais companhias que trabalham com as plataformas de
oligonucleotideos comerciais sdo: Agilent, Affymetrix, NimbleGen e
lllumina, cada qual com suas vantagens, que dependem também do
objetivo (clinico ou pesquisa), da expertise disponivel para a interpretagdo
dos dados obtidos. E importante ressaltar que h& um constante
melhoramento na resolugdo das plataformas que tendem a um grau de
definicdo cada vez maior conforme aumentam a densidade de sondas e
acréscimo de polimorfismos e a precisdo dos scanners que realizam a

leitura da hibridizac&o.

1.2.3 Outras Aplicabilidades do CGH array

O CGH array permite ajudar na identificacdo de possiveis genes
relacionados ao cancer, devido as descobertas recorrentes de segmentos
cromossémicos amplificados, pequenas delegdes de genes supressores de
tumor e delecbes ou rearranjos de genes sensiveis a dosagem, 0s
chamados proto-oncogenes (KALLIONIEMI, 2008). Forneceu
importantes subsidios para o entendimento de mecanismos e etiologia

desta patologia, e que podem direcionar os tratamentos (CLIMENT et al.,
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2007; MOHAPATRA et al.,, 2013). Matrizes que contém sondas
polimoérficas especificas tém sido amplamente utilizadas para a
cariotipagem molecular de diversos tipos de neoplasias hematolégicas
(SIMONS et al., 2012).

O CGH array vem se mostrando um teste sensivel e valido para
detectar todas as anomalias observadas em cariétipo e em revelar
rearranjos submicroscopicos em fetos em concepg¢do, sendo uma
importante alternativa para o diagnostico pré-natal (SHAEFFER et al.,
2005). Alteragdes patol6gicas foram encontradas em 10,9% de 64 exames
pré-natais realizados (EVANGELIDOU et al., 2013), enquanto outro
estudo que preconiza somente considerar alteracfes maiores que 3Mb
relatou alteracdes patogénicas em 6,7% de 342 exames pré natais (AHN
etal., 2014).

No diagnostico pré-implantacional também observa-se a
eficiéncia do CGH array devido a sua precisdo diagndstica, mesmo sendo
realizado em amostras de 4 a 6 células, identificando CNVs patogénicas
aneuploidias e euploidias, tendo permitido aumentar as taxas de gestagdo
de 20% para 60% dependendo da indicagdo do tratamento e da idade da
paciente (CHANG et al., 2011, FIORENTINO et al., 2014).

1.2.4 Taxa Diagnostica por CGH array em Estudos com DI
e Anomalias Congénitas

O CGH array demonstra um rendimento diagndstico bastante
alto em criancas com deficiéncia intelectual idiopatica e multiplas
anomalias congénitas, pois detecta desequilibrios genémicos em 10-15%

dos casos, apesar do cariotipo apresentar-se normal (STANKIEWICZ;
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BEAUEDT, 2007) e até 33% dos casos quando é utilizado como primeira
técnica diagndstica (BARTNIK, et al., 20014).

As analises de regides subteloméricas em individuos com DI e
caracteristicas dismdrficas usando FISH, identificam anormalidades
cromossdmicas em apenas 5-6% (FLINT; KNIGHT, 2003). Um estudo
que analisou a aplicagdo de maltiplas técnicas de diagnostico genético de
complexidade crescente, verificou uma taxa geral de detecgdo de
anormalidades gendmicas em criangas com anomalias congénitas
multiplas e/ou DI de 12-18%, sendo 3-5% detectado pelo cariétipo, 5-6%
adicionais detectados por FISH, somados a 4-7% detectado pelo CGH
array (STANKIEWICZ; BEAUEDT, 2007). Em gesta¢cdes com
anomalias detectadas pelo exame de ultrassom a taxa de diagndstico por
CGH array é 5,2% mais elevada que o cariétipo convencional
(HILLMAN, et al. 2011).

Disparidades registradas entre as taxas de diagnostico ocorrem
pelo uso de diferentes plataformas de CGH array, cada uma com seu
limite de eficiéncia, sendo que a resolucdo tem aumentado drasticamente
em poucos anos. Mas também pode ser influenciada pelos critérios
clinicos para solicitagdo dos exames de CGH array ndo estarem muito
bem esclarecidos na comunidade médica para que individuos com maior
probabilidade de CNVs causais preferencialmente sejam testados através
do exame de CGH array (SHOUKIER et al. 2013). Além disso, a
interpretacdo dos exames requer um aumento do conhecimento dos
pesquisadores e da capacidade dos laboratérios para uma melhor analise
dos resultados (VETRO et al., 2012).
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1.3 Variacdo do Numero de Cépias (CNVs) e sua
Interpretacao

As CNVs sdo muito abundantes no genoma humano, sendo
envolvidas na variacdo genética entre as populagdes de uma forma
semelhante aos SNPs. Sabe-se que as CNVs, também influenciam as
variagOes genéticas e a susceptibilidade a doenga (IAFRATE et al., 2004;
CRONIN et al., 2008).

Alteragdes no numero de copias podem variar em tamanho de
kilobases (Kb) a megabases (Mb) ou até mesmo representar cromossomos
inteiros (trissomias e monossomias) e podem envolver genes em
diferentes propor¢des. Em uma revisdo publicada na revista cientifica
Nature, Feuk, Carson e Scherer (2006) definem as alteragdes que variam
de 1kb a 3 Mb de tamanho, como variantes estruturais submicroscépicas.

As delecBes podem ser heterozigéticas, em que uma das duas
clpias usuais esta ausente, homozigdticas, em que ambas as cdpias estdo
em falta, ou hemizigéticas quando a Unica cdpia presente esta em falta
(por exemplo, delecBes nos cromossomos X ou Y de um individuo do
sexo masculino). As duplicagbes muitas vezes resultam em trés cdpias,
sendo que usualmente se tem apenas duas (MEFFORD; BATSHAW;
HOFFMAN, 2012). A interpretacdo das microduplicacdes é ainda mais
dificil que das microdele¢fes (STANKIEWICZ; PURSLEY; CHEUNG,
2010).

Com a aplicabilidade da técnica do CGH array, a deteccdo de
CNVs, aumentou tanto em individuos afetados por alguma patologia
como também em pessoas saudaveis. Ha, no entanto, evidéncias que

sugerem gue mesmo tais alteracfes “polimorficas” podem ter relevancia
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funcional, ou seja, algumas CNVs comuns tém sido associadas a tragos
fenotipicos especificos e predisposicdo para desenvolver certas doengas
(SHOICHET et al., 2009).

A maior dificuldade que os pesquisadores encontram é com
relacdo a interpretacdo do significado clinico dessas CNVs, que pode ser
melhor estabelecido se essas alteragdes estdo localizadas dentro de genes
ou regides reguladoras, uma vez que a possivel consequéncia do
desequilibrio pode ser mais facilmente interpretada (FERLINI et al.,
2010).

De acordo com Gijsbers, Schoumans e Ruivenkamp (2011) as
CNVs podem ser classificadas como benignas (CNVs comuns),
potencialmente patogénicas (raras) ou conhecidamente patogénicas
(raras). Recente publicacio sugere uma quarta classificacdo: significado
clinico desconhecido ou incerto, também raras (BARTNIK et al., 2014).
A maneira mais confiavel de determinar a relevancia clinica de uma CNV
para um individuo é compara-la com CNVs reunidas em grandes bancos
de dados (VETRO et al., 2012). Nesse sentido, muitas pesquisas estdo
sendo realizadas sobre o tema e varios trabalhos estdo sendo propostos
por laboratérios que fornecem diagnésticos, inclusive sobre como realizar
a consulta em bancos de dados com o intuito de ajudar a atribuir
significados as CNVs.

As CNVs benignas aparecem em 6% do genoma humano e se
considera que ndo tém significado para o fenétipo do individuo. No
genoma ha genes que possuem ampla variedade com relacdo ao seu
tamanho e niimero de repeti¢des, podendo apresentar um maior nimero
de cdpias em individuos com um quadro clinico considerado normal, e

muitas vezes essas CNVs acabam dificultando a interpretacdo dos
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resultados encontrados no CGH array (SHAIKH et al., 2009). As de
significado clinico incerto ndo sdo observadas na populacdo normal e
possuem genes de fungdo pouco conhecida ou RNA néo codificante, e sua
interpretacdo ainda ¢ um desafio para os pesquisadores (D’ AMBROSIO
etal., 2014).

Nas CNVs com potencial patogénico sdo observados genes
relevantes na regido alterada que ainda ndo possuem relagdo com
sindromes conhecidas, e ndo sdo encontradas em grande nimero na
populagdo. Para correlacionar as variagdes do nimero de copias com
fendtipos dos individuos, alguns critérios (tamanho, nimero de genes) sdo
consultados e andlises de informagfes que constam em bancos de dados
sdo verificadas (BEJJANI; SHAFFER, 2009; LEE; IAFRATE;
BROTHMAN, 2007). As CNVs conhecidamente patogénicas estdo
descritas nos bancos de dados e na literatura com causadoras de
sindromes bem caracterizadas, suas regiGes contém genes associados a
doenca ou regides subteloméricas conhecidamente ricas em genes.

A crescente quantidade de informacgdes coletadas pelos
diferentes bancos de dados, permitira estabelecer relacdo entre
determinada CNV e uma possivel condicdo patogénica com precisdo
crescente  (D’AMBROSIO, 2014). A caracterizacdo clinica dos
individuos é de extrema importancia para a utilizacdo desses bancos de
dados (VETRO et al., 2012).

Muitas CNVs que ndo possuem um significado patolégico
penetrante e bem estabelecido podem ser herdadas. E valido, nestes casos,
aplicar o teste fenotipico aos pais bioldgicos, o que permite verificar se a

alteracdo foi herdada de um genitor assintomatico (CHEUNG et al.,
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2007). Se for o caso, € menos provavel que a alteragéo seja a causa do
problema apresentado pelo individuo.

2. JUSTIFICATIVA

O crescente avango em descobertas de CNVs causadoras de
distirbios do desenvolvimento faz com que grupos que estudam
deficiéncia intelectual e outros distirbios voltem sua atengdo para 0s
achados nos exames de CGH array. Apesar de ter sido amplamente
adotada, esta ainda é uma técnica incipiente, onde a investigacéo estd em
processo de conhecer a variagdo normal para distinguir da patogénica.
Novas alteragdes vém sendo descritas continuamente, sendo este um bom
momento para participar deste processo, pois ha boa possibilidade para
contribuigdes relevantes, principalmente na identificagdo de novos genes
cuja alteragdo possa estar envolvida em distirbios do desenvolvimento.

Ademais, ainda ndo ha informagdes publicadas sobre como o
CGH array tém auxiliado no diagnostico de DI e outros distirbios do
desenvolvimento no Estado de SC, ou se a taxa diagndstica é comparavel
aquela obtida em outros paises, ou quais séo as principais indicacdes para

0 exame no Estado.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Estudar as alteragdes do nimero de copias do genoma presentes
em individuos com distarbios do desenvolvimento e entender a sua

contribuicdo para o aparecimento do fenétipo.

3.2 Objetivos Especificos

- ldentificar as principais indicagGes clinicas que levaram aos

médicos a solicitarem o exame de CGH array;

- Analisar as CNVs encontradas no grupo de individuos
investigados de acordo com seu tipo, localizagdo, tamanho, genes

presentes, presenca na populacgéo e estimar o seu potencial patogénico.

- Verificar se ha correlagdo de determinados fendtipos com uma

maior probabilidade de diagndstico por CGH array.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Consideragcdes Eticas

O presente trabalho foi submetido a apreciacdo pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Joana de Gusméao (HIJG) e obteve
aprovacao sob o nimero: 015/2013 (ANEXO A).
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4.2 Caracterizacdo da Amostra

A amostra foi composta de 109 dos 150 resultados de exames
de CGH array, de individuos com DI ou outros distdrbios do
desenvolvimento, solicitados ao Laboratério de Genética Humana
Neurogene. As solicitagdes foram feitas por médicos neuropediatras e
geneticistas do HIJG e de clinicas particulares, no periodo de dezembro
de 2012 & dezembro de 2013, através de convénios do Sistema Unico
de Saude (SUS), Unimed, interlaboratoriais ou particulares. Dos 150
exames solicitados ao laboratdrio citado, 17 individuos ndo quiseram
participar e 24 apresentaram como Unica alteracdo a perda de heterozigose
(LOH). Neste trabalho optou-se por ndo analisar os resultados referentes
a LOH, devido a incerteza que envolve este resultado, uma vez que
necessita a realizagdo de outros testes moleculares (sequenciamento
génico, principalmente), para confirmar a maioria das hipdteses
geralmente relacionadas a presenca de mutacdo pontual recessiva em

algum gene critico da regido homozigota.

4.3 Coleta das Amostras e Obtencéo dos Dados Brutos de
CGH array

As amostras com 10 ml de sangue periférico para a realizacéo do
CGH array foram coletadas pela equipe do Laboratério Neurogene,
depositadas em tubos com 4&cido etilenodiamino tetra-acético
(Ethylenediamine tetraacetic acid - EDTA) e devidamente identificadas.
Uma vez que Santa Catarina ndo possui a tecnologia para a realizacdo do
exame, as mesmas foram encaminhadas para a Universidade Federal de

Sao Paulo (UNIFESP), com a qual o laboratério possui convénio, onde



55

foram processadas através da plataforma Affymetrix CytoScan® HD.
Esta plataforma possui excelente especificidade, sensibilidade e alta

resolugéo.

Em seguida, os dados brutos foram devolvidos em arquivos no
formato BED ao Laboratdrio Neurogene, onde foram analisados através
do programa Chromosome Analysis Suite (ChAS), que consegue ler os
arquivos e identificar todas as alteragdes presentes, com uma resolugéo
de 200 Kpb para ganhos e 150 Kpb para perdas gendmicas. A posicao
gendmica linear é dada relativa ao Centro Nacional de Informagdes sobre
Biotecnologia (National Center for Biotechnology Information — NCBI),
com base no Consércio Genoma Referéncia (Genome Reference
Consortium - GRCh37) do genoma humano (versdo Human Genome -
hg19 build 37) de Fevereiro de 2009 (GRCh37/hg19).

Os resultados dos exames (todas as alteragBes encontradas
(delegdes/duplicacdes), coordenadas gendmicas, tamanhos e regides)
para este trabalho foram fornecidos pelo Laborat6rio Neurogene de forma
sigilosa e sem o resultado da analise pelo laboratério, ndo
comprometendo a identidade do paciente. Os individuos foram
identificados através de um cddigo, contendo a indicacdo clinica pela qual
foi solicitado o exame, 0 nome do médico solicitante e o resultado do
mesmo. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO
B) e questionarios prévios foram entregues aos pais/responsaveis dos

individuos, sendo preenchidos e devidamente e assinados.
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4.4 Coleta de Dados Clinicos

Entrou-se em contato com os médicos solicitantes do exame de
CGH array para verificar sobre sua disposicdo de participar deste
trabalho. A participagdo destes foi informar, a partir do prontuério,
detalhes clinicos dos individuos que realizaram os exames de CGH array,
complementando as indicacdes pelas quais os individuos foram

encaminhados ao exame.

A identidade dos individuos foi mantida anénima durante todo o
trabalho, apenas o Laboratério responsével e os médicos tinham acesso a
esta informagdo. A pesquisadora fornecia ao médico o cédigo do paciente,
referente ao exame em questdo e, em entrevista, 0 médico respondia as
informagdes necessarias para preenchimento da ficha clinica (ANEXO C)
consultando o prontuario. Dados clinicos como grau de
comprometimento intelectual, presenca/auséncia de dismorfias,
presenca/auséncia de malformacfes, além de outras particularidades
clinicas, foram assim coletadas.

4.5 Analise dos Dados Brutos de CGH array

Foram analisados os exames de CGH array do Laboratério
Neurogene que tinham alterac6es de microduplica¢des ou microdelecdes.
Foi realizada analise das CNVs presentes em diferentes bancos de dados
disponiveis na internet, e pesquisa dos genes envolvidos na literatura para
entender a fungdo dos mesmos. Pesquisou-se dados sobre sensibilidade a
dosagem (superexpressdo, haploinsuficiéncia), sobre se mutacGes em

algum gene envolvido foram previamente relacionados a patologias
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humanas, entre outras, com a finalidade de verificar uma relagdo causal
conhecida ou possivel entre a alteracdo encontrada e o fenotipo do

paciente.

Variagfes no nimero de copias de sequéncias de DNA que sdo
encontradas comumente na populacéo, e registradas no banco de dados
de variantes gendmicas (do inglés, Database of Genomic Variants -

DGVs), ndo foram consideradas como causais.

4.6 Analise dos Dados

Os dados foram tabulados em planilhas EXCEL (Microsoft
Office), para comparagdo, obtengdo das frequéncias em porcentagem e

elaboracéo de gréficos.

Para analise dos dados, foram usados os bancos de dados de
variantes genémicas (DGVs) - (http://projects.tcag.ca/variation/), que
retine dados de artigos cientificos, e lista CNVs que foram encontradas
apenas em individuos controles. Além deste, foram consultados: Online
Mendelian Inheritance in Man (OMIM) -
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim); International Standards for
Cytogenomic Arrays (ISCA) — (https://www.iscaconsortium.org);
Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using
Ensembl Resources (DECIPHER) -
(http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher); Cytogenomics Array
Group CNV Database (CAGdb) — (http://cagdb.org/); e University of
California Santa Cruz Genome Browser (UCSC Genome Browser) —

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway). Estes bancos, relinem
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dados de todas as CNVs patogénicas encontradas em individuos do
mundo todo, incluindo disturbios do desenvolvimento.

A andlise das alteraces foi feita da seguinte forma: no banco de
dados UCSC Genome Browser, foram inseridas as coordenadas da regido
alterada, como é possivel visualizar na Figura 1. Com este banco de dados
é possivel confirmar o tamanho da alteracdo e os genes envolvidos e tem-
se acesso a bancos de dados correlacionados (citados acima). Assim pode
ser verificado se a alteracdo foi descrita como patogénica e informacdes
sobre o fendtipo do individuo (DECIPHER, ISCA), se é considerada
como variante benigna (DGV), se 0s genes encontrados possuem alguma
relacdo com doencas genéticas conhecidas (OMIM) e se a alteragéo esta
sendo observada em outros laboratérios de pesquisa (CAGdb). Em
seguida, as alteracBes ndo conhecidamente patogénicas sdo analisadas
com apoio na literatura, geralmente obtida através de pesquisa no Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), no sentido de verificar

informacdes sobre a regido e/ou genes envolvidos.



59

Figura 1: Visdo geral do banco de dados UCSC Genome Browser
disponivel em: (https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) a: indicacdo para
insercdo da coordenada gendmica; b: tamanho da regido que compreende a CNV;
c: posicdo da CNV no cromossomo; d: resumo dos genes envolvidos na alteragdo

e e: resumo de dados que constam em outros bancos.
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Assim é possivel pesquisar se as alteragdes encontradas no
exame de CGH array, somadas as caracteristicas fenotipicas, foram
descritas (ou ndo) em qualquer parte do mundo, e ainda, se sdo sindromes
bem validadas e conhecidas (ou ndo). Ap6s esta andlise, as alteracdes
encontradas foram classificadas em: CNVs benignas/polimorfismos
(DGVs); CNVs patogénicas; CNVs potencialmente patogénicas;
identificadas desta forma por possuir genes relevantes, porém ainda ndo
confirmadas na literatura como patogénicas e CNVs de significado

incerto, onde sdo consideradas as alteracdes que até o momento ndo foram
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descritas como polimorfismos em pessoas nao afetadas, porém contém
genes de fungdo pouco conhecida ou RNA néo codificante, 0 que ndo
possibilita desconsiderar um possivel papel causal na patologia do

individuo.

Para fazer esta classificacdo é levado em consideracéo o tamanho
da CNV, se é um ganho (microduplicacdo) ou uma perda (microdelecéo),
0S genes presentes na regido, se a alteragao se encontra no banco de dados
de alteracdes normais (DGV), se ha relatos desta alteragdo em bancos que
registram CNVs patogénicas (ISCA, DECIPHER, CAGdb), dados

clinicos e o fendtipo do paciente.

5. RESULTADOS
5.1 Anélise dos Exames de CHG array

A andlise de CNVs foi feita para 109 individuos; 37 do sexo
feminino e 72 do sexo masculino (Gréfico 1), provenientes de diversos
locais do pais distribuidos principalmente pela regido sul do Brasil, em
especial no estado de Santa Catarina. Destes, 40 individuos tinham idade

igual ou inferior a 5 anos de idade.
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Gréfico 1: Percentual de classificagdo dos individuos de acordo com o sexo.

5.2 Anélise dos Fenotipos Apresentados pelos Individuos
com Indicacao Clinica para Realizar o Exame de CGH array
A incidéncia de cada fen6tipo apresentado pelos individuos foi
obtida através das informacdes clinicas fornecidas pelos médicos
neuropediatras e geneticistas, por meio de questionario. Para 11
individuos néo foi possivel entrevistar os médicos responsaveis, portanto
foram coletadas apenas as informagdes contidas na ficha de indicagédo

clinica, preenchida na ocasido da solicitacdo do exame.

Informando que o mesmo paciente pode apresentar mais de um
fendtipo, na Tabela 1 estdo dispostas, as caracteristicas observadas no
total de individuos participantes neste estudo. Na Tabela 2 é possivel

observar como estes fendtipos estdo dispostos com relagéo ao sexo.
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Tabela 1 - Numero e Porcentagem dos principais fen6tipos apresentados pelos
109 individuos com indicacéo clinica para realizacdo do exame de CGH array.
ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI = Deficiéncia
Intelectual, Dif = Dificuldade, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve, DIM =

Deficiéncia Intelectual Moderada e DIS = Deficiéncia Intelectual Severa.

Fenétipo * Nimero Porcentagem
ADNPM 85 78%
Dismorfias de cabeca/face 49 45%
Autismo 41 38%
DI (Todos) 42 38.5%
Dif. de fala 35 32%
Dif. de motora 33 30%
Dif. de aprendizado 29 27%
Autismo sem DI 21 19%
Hiperatividade 20 18%
DIL 20 18%
DIM 16 15%
Dismorfias de membros 15 14%
Convulsaes 15 14%
DIS 6 5%
Ataxia 4 4%

* Podendo um mesmo individuo apresentar mais de um fenétipo.
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Tabela 2 — Namero e percentual de individuos que apresentaram cada fenétipo
com namero e percentual de quantos destes foram do sexo masculino e feminino.
ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI = Deficiéncia
Intelectual, Dif = Dificuldade, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve, DIM =

Deficiéncia Intelectual Moderada e DIS = Deficiéncia Intelectual Severa.

Fenotipo * Total Masculino Feminino
ADNPM 85 (78%) 56 (65.9%) 29 (34,1%)
Dismorfias de cabeca/face 49 (45%) 30 (61,2%) 19 (38,8%
Autismo 41 (37.6%) 31(75.6%) 10 (24.4%)
DI (Todos) 42 (38,5%) 29 (69%) 13 (31%)
Dif. de fala 35(32.1%) 27 (77.1%) 8(22.9%)
Dif. de motora 33 (30,3% 19 (57.6%) 14 (42.4%
Dif. de aprendizado 29(26,6%) 19 (65.5%) 10 (34,5%)
Autismo sem DI 21(19.3% 16 (76.2%) 5(23.8%)
Hiperatividade 20 (18,3%) 16 (80%) 4(20%)
DIL 20 (18,3% 15 (75%) 5 (25%)
DIM 16(14,7%) 11 (68,75%) 5(31,25%)
Dismorfias de membros 15(13,8% 8(33,3%) 7 (46,7%)
Convulsdes 15 (13,8%) 12 (80%) 3 (20%)
DIS 6(5.5%) 3 (50%) 3 (50%)
Ataxia 4(3.7%) 2 (50%) 2 (50%)

* Podendo um mesmo individuo apresentar mais de um fenétipo.

Paralisia cerebral (PC) e distirbios psiquiatricos, foram
observadas em apenas um paciente cada. O ADNPM (Tabelas 1 e 2)
considera a soma das indicac@es para individuos que tém idade inferior a
5 anos, e ainda ndo podem ser enquadrados com DI, com a anotada nos
individuos que atualmente tem diagndstico de DI, mas que quando jovens
apresentaram atraso no desenvolvimento.
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A principal indicacdo clinica para solicitar o exame de CGH
array foi o ADNPM com presenca em 78% do total de casos, seguido por
dismorfias de cabeca/face (45%). Quando considerada isoladamente a
morbidade principal, a deficiéncia intelectual aparece em 38,5% dos
individuos (DIL 18%, DIM 15%, DIS 5%). Em criangas com idade
inferior a 5 anos a principal causa para realizar o exame foi 0 ADNPM

que aparece em 87,5% deste grupo.

5.3 Analise das CNVs Encontradas

No total de individuos analisados foi possivel observar a
presenca de 276 CNVs. Destes, 39 apresentaram apenas uma alteracéo,
31 apresentaram duas alteragdes, 17 possuiam trés alteracGes e outros 22
tiveram quatro ou mais alteragBes. (Grafico 2). Todos os individuos
apresentaram pelo menos uma alteracdo, sendo que um quarto apresenta

trés ou mais CNVs.

3 alteragdes _ 15,6%
4 ou mais alteragbes _ 20,2%
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Graéfico 2: Nimero de individuos que apresentam uma, duas, trés, quatro ou mais
alteracGes com respectivos percentuais.
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Dessas CNVs, 187 eram microduplicacGes e 89 microdelegdes,
perfazendo 68% e 32%, respectivamente.

5.4 Classificacdo das CNVs

Foram analisadas todas as 276 CNVs apresentadas pelos 109
individuos, e entdo classificadas como: CNVs benignas (DGVs), CNVs
patogénicas, CNVs potencialmente patogénicas e CNVs de significado
incerto (Grafico 3).

2,20%

= CNVs benignas w CNVs patogénicas = CNV's potencialmente patogénicas m CNVs de significado incerto
Gréfico 3: Percentual de DGVs e CNVs raras encontradas nos exames de
CGH array.

5.5 Analise das CNVs Encontradas por Cromossomo

Observou-se alteracGes em todos os 23 pares de cromossomos,
sendo um maior niimero presente nos cromossomos 14, 22 e 16, com 60,
29 e 26 alteraches, respectivamente. E 0s menores nimeros nos

cromossomos 21 e 19, cada um com apenas uma alteragdo, 0 cromossomo
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18 com duas alteracdes e 0s cromossomos 5 e 6 com trés alteragdes cada.
Na Tabela 3 é possivel observar as alteragcBes presentes em cada

cromossomo, bem como se representam duplicagfes ou delegdes.

Dos 109 individuos, analisados, 49 apresentaram alteraces nao
consideradas DGVs em seu CGH array o que equivale a ~45% dos
individuos com alguma alteragdo rara (23 com CNVs patogénicas; 6 com
CNVs potencialmente patogénicas e 20 com CNVs de significado
incerto). Com relagdo as CNVs patogénicas, potencialmente patogénicas
e de significado incerto nesta amostra ndo foi encontrada nenhuma

alterac&o nos cromossomos 5, 10, 12, 19, 21 eY.
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CNV 12 g [i] 5 3 3 mw 15 12 12 5 5 4 60 9 2 1 2 1 5 2% 18 13
totais
Dup 7 5 5 4 1 2 7 8 8 9 1 3 1 39 6 20 10 0 1 5 22 10 12
Del 5 4 1 1 2 1 3 7 4 3 4 2 3 21 3 ] 1 2 0 0 7 8 1
CNVs 2 3 1 2 0 2 4 3 2 0 2 0 4 1 4 6 1 2 0 1 4 8 0
raras 16% 33%  16% 40% 66% 40% 20% 16% 40% 100% 16% 44% 23% 9%  100% 20% 13%  44%
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Del 1 1 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 3 1 1 4 1 2 0 0 4 3 0

Tabela 3 - Nimero de CNVs totais e raras, duplicagdes e dele¢Bes por cromossomos. Chr = Cromossomo (llustragdo modificado

de: http://www.genome.gov/Glossary/index.cfm?id=208).
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Tabela 4 - Ndmero e percentual de CNVs totais e CNVs raras encontradas por
Cromossomo.

Cromossomo CNVs Totais (% das 276 CNVs raras (% das 52
CNVs encontradas) alteracdes raras)

1 12 (4.3%) 2 (3.8%)
2 9(3.3%) 3 (5.8%)
3 6(2.1%) 1 (2%)
4 5(1.9%) 2(3.8%)
5 3 (1.08%) 0
6 3 (1.08%) 2(3.8%)
7 10 (3.6%) 4 (7.7%)
8 15 (5.4%) 3(5.8%)
9 12 (4.3%) 2 (3.8%)
10 12 (4.3%) 0
11 5(1,9%) 2 (3.8%)
12 5 (1,9%) 0
13 4 (1.4%) 4 (7,7%)
14 60 (21.7%) 1(2%)
15 9(3.3%) 4 (7.7%)
le 26 (9.4%) 6 (11.5%)
17 11 (4%) 1 (2%)
18 2(0,72%) 2(3.8%)
19 1 (0,36%) 0
20 5 (1,9%) 1 (2%)
21 1 (0,36%) 0
22 29 (10.5%) 4 (7.7%)
X 18 (6.5%) 8 (15.3%)
Y 13 (4.7%) 0

Total 276 (100%) 52 (100%)

5.6 Analise das CNVs Raras

Conforme mencionado, as CNVs raras (que ndo sdo consideradas
polimorfismos benignos), foram subdivididas em trés grupos distintos. O
primeiro grupo é composto por 23 dos 109 individuos (21%), com 26
CNVs (ha 3 pessoas com 2 CNVs patogénicas) consideradas clinicamente
relevantes (ou seja, patogénicas), este grupo inclui alteracdes que véo de
aproximadamente 206Kb até 22Mb.



69

Neste grupo foi possivel observar: trés individuos com a
conhecida sindrome da dele¢do do 16p11.2 (OMIM 613444); dois com a
sindrome de Di George (OMIM 188400); também conhecida como
sindrome da microdelecdo 22g11.2; dois com a microdelec¢do que causa
a sindrome de Williams-Beuren (OMIM 609757); dois com a sindrome
de microdelegdo de Phelan-Mcdermid (OMIM 606232); um com a
sindrome de Léri-Weill (OMIM 127300), causada por microdelecGes que
incluem o gene Short Stature Homeobox (SHOX); um com a sindrome de
Koolen-De Vries (OMIM 610443), também conhecida como sindrome de
microdele¢cdo 17¢921.31; um com a sindrome da duplicacdo do
cromossomo 16p13.3 (OMIM 613458); um com o cromossomo 18 em
anel, que ndo havia feito o cariétipo convencional anteriormente, um
individuo com uma translocacdo ndo balanceada dos cromossomos 8 e
13, os outros 9 individuos com alteragdes grandes, de 1,3Mb a 22Mb,
comprometendo muitos genes relevantes em uma porcao expressiva dos

Cromossomos em que estdo presentes.

O segundo grupo é composto por 6 individuos, cada um com ao
menos uma CNV potencialmente patogénica para a condicdo. Em um
caso verificou-se uma microdelecdo maior que 1 Mb em 3p13-p14.1. Nos
demais casos observou-se microduplicacfes que variam de 261 Kb a 5
Mb, sendo dois casos no cromossomo X em Xq27.3-g28, um no
cromossomo 20 em 20g13.33, no cromossomo 6 em 6915 e no
cromossomo 8 em 8g21.13. No terceiro grupo, foram incluidos 20
individuos que no seu conjunto apresentaram 20 delecdes/duplicacdes,
com tamanhos que variavam de 206 Kb a mais de 1Mb, de significado

clinico incerto. Néo sédo alteragdes observadas na populacéo geral, sendo
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assim ndo podem ser classificadas como DGVs, mas também ndo ha
muita informagdo disponivel sobre a regido e/ou a funcdo dos genes

presentes nas mesmas.

A Tabela 5 apresenta as CNVs raras, bem como sua localizagéo,
tamanho, separadas por microdelecdo ou microduplicacdo e sua
classificacao. Nas Tabelas 6, 7 e 8 é possivel observar o nimero de genes
presentes na regido, os genes considerados relevantes e o fen6tipo
presente nos individuos com CNVs patogénicas, possivelmente
patogénicas e de significado incerto respectivamente. No UCSC Genome
Browser, além dos genes propriamente ditos, sdo considerados genes: loci
ainda ndo caracterizados, RNAs ndo codificantes, e pseudogenes, que

estdo incluidos nesta contagem.



Tabela 5 — Alteragfes cromossdmicas raras encontradas através do exame de CGH array entre os individuos analisados.
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Cromossomo Bandas Posicio Genomica Tamanho Del* Dup* Classificacio

1 1q44 246.324,898-246,688,599 364Kb X Significado incerto

1 1p36.32-p36.33 1,073,574-2,458,606 1.385Kb X Patogénica

2 2p24.1 23,982,758-24,813.485 831Kb X Significado incerto

2 2q37.3 236,733,535-237,355,774 622Kb X Significado incerto

2 2q13 110.504,318-111.365,996 862Kb X Significado incerto

3 3p13-p14.1 68,988,297-70,938,968 1.950Kb X Potencialmente Patogénica
4 4q35.2 188.106,543-189,797,261 1.691Kb X Significado incerto

4 4q31.1 139,758,054-139,988,340 230Kb X Significado incerto

6 6ql15 890,917,335-90,485,874 568Kb X Potencialmente Patogénica
6 6q15-q21 03,082,925-110,504,681 17.421Kb X Patogénica

7 7q11.23 72,732,834-74,155,067 1.422Kb X Patogénica

7 7q11.23 72,556,215-74,245,599 1.689Kb X Patogénica

7 7q31.32-q33 122,739,692 -136.150,625 13.410Kb X Patogénica

7 Tp21.3-p22.3 43,376 - 9,454,786 9.411Kb X Patogénica

8 8q21.13 82,061,218-84,510,562 2.449Kb X Potencialmente Patogénica
3 8p21.1-p11.21 28,393,484-41,026,001 12.632Kb X Patogénica

8 8p23.3-23.1 158,048 - 6,914,646 6.757Kb X Patogénica

9 9p24.3 319,876-517,446 197Kb X Significado incerto

9 9p13.3 34,211,157-34,395,294 184Kb X Significado incerto

11 11q14.1 84,050,388-84,415,990 365Kb X Significado incerto

11 11q22.3 102,946,063-103,701,279 755Kb X Significado incerto

13 13q33.1-q34 104,782,510-112,352,804 7.570Kb X Patogénica

13 13ql12.12 23,533,358-24,958,572 1.425Kb X Significado incerto

13 13q34 114,141,294 - 115,107,733 966Kb X Patogénica
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Continuacio
Cromossomo
13
14
15
15
15
15
16
16
16
16
16
16
17
18
18
20

MMM M MR R e

Bandas
13g21.2
14q24.2
15q25.3
15q25.3
15q25.1-26.3
15q13.2-q13.3
16p11.2
16p11.2
16q23.2
16p11.2-p12.2
16p13.3
16p13.2-13.3
17q21.31
18p11.23-p11.32
18q22.2-q23
20q13.33
22q11.21
22q13.2-q13.33
22q13.33
22q11.21
Xq21.31
Xq27.3-q28
Xq27.3-q28
Xq28
Xp22.33

Posi¢io Gendmica
60,425,635-60,688,042
73,590,938-73,776,190
85,790,660-86,431,300
85,884,174-86,112,040
80,304,866-102,429,040
31,073,535-32,446,830
28.680,085-29,043,863
28.689,085-29,051,191
80,260,131-80,701,060
21,405,327-29,388,495
549.826-1.440,862
85,880-14,524,038
43,574,907- 44,212,415
136,227-8,348,006
67,357,305-78,013,728
61,854,236-62,054,055
18,648,855-21,269,224
43,600,479-51,197,766
50,788,193-51,115,526
18,648,855-21,058,888
88,888,554-89,199,512
146,425,635-151,604,987
146,418,810-151,604,987
152,735,080-152,006,703
679.520-950,907

Tamanho
262Kb
185Kb
640Kb
228Kb
22.124Kb
1.373Kb
355Kb
362Kb
441Kb
7.983Kb
900Kb
14.438Kb
637Kb
8.211Kb
10.656Kb
200Kb
2.620Kb
7.597Kb
327Kb
2.410Kb
310Kb
5.179Kb
5.186Kb
261Kb
271Kb

Del*

I R

Mo

Mo oH A

Dup*

o

Moo R

Classificacio

Significado incerto
Significado incerto
Significado incerto
Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Significado incerto
Patogénica

Significado incerto
Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica
Potencialmente Patogénica
Patogénica

Patogénica

Patogénica

Patogénica

Significado incerto
Potencialmente Patogénica
Potencialmente Patogénica
Significado incerto
Patogénica
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Continuacio
Cromossomo
X

X

X

Total

Bandas
Xp22.33
Xql13.3
Xp22.31

Posicio Genomica
372,029-578,764
74,447 412-74,654,324
6,449,752 - 8,165,644

Tamanho
206Kb
206Kb
1.715Kb

Del* Dup* Classificacio

X Patogénica

X Significado incerto
X Patogénica
25 27

*Del — Delegéo; Dup — Duplicagéo.

Tabela 6 — CNVs patogénicas encontradas através do exame de CGH array, contendo o nimero de genes presentes na regido,

os principais genes e os fenotipos de cada individuo. ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI =

Deficiéncia Intelectual, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve, DIM = Deficiéncia Intelectual Moderada, DIS = Deficiéncia

Intelectual Severa, Aut = Autismo, Hiperativ = Hiperatividade, Dif = Dificuldade, Mot = Motora e Dismor = Dismorfia.

Individuos Cromossome Bandas Posigdo Gendmica N°de genes  Genes importantes Fendtipo
13150 1 1p36.32-p36.33 1.073,574-2,458,606 62 GABRD, SKI DIM,
Dismor.
cabeca'face
1324 ] 6gq15-q21 93,082,925-110,504 681 120 SIMI1, SECE3 ADNPM,
Dismor.
cabega/face
e membros
1393 7 791123 72,732,834-74.155,067 29 WBSCR27, WBSCR28 DIM, Aute
Hiperativ.
1399 7 7q11.23 72,556,215-74.245 599 37 WBSCR27, WBSCR28 DIL, Aut



N°de genes  Genes importantes

Tp2l.3-p223 43,376 - 9,454,756

‘

1376 8 8p233-231 158,048 - 6,914,646 61 ARHGEF10 DIL.

=
g

13g34 114,141,294 - 115,107,733 TEDI1, GRK1, EASA3, GAS6 DIL,

Hij;

I

15913 2-q13.3 31,073,535-32,446,830 DIL, Aut,

At



Continuacio
Individuos  Cromossomo Bandas ~ Posigio Gendmica ~ N°degenes Genesimportantes ~ Fenstipo

28.689,085-20.051,191

16p13.2-13.3 §5,880-14,524.038

15p11.23-p11.32  136,227-3.348,006

Dizmor.

_

22q11.21 18.648,855-21,269.224

£F
2

&
&

22q13.33 50,788,193-51,115,326 DIS, Aut,
Convulsies
Dif Mot,

Dizmor.

75
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Continuacio
Individuos
13123

1360
1360

13136

Cromossomao
22

Bandas
22q1121

Xp22.33
Xp22.33

Xp22.31

Posicdo Gendmica
18.648,8355-21,058 888

679,320-950,907
372,029-378.764

6,440.752 - 5,165,644

N de genes
102

10

Genes importantes
TBX1

SHOX
SHOX

8TS

Fendtipo
ADNPM,
Dif. Aprend,
Dismor.
cabeca'face
Baixa
estatura
Baixa
estatura
ADNPM,
Dismor.
cabeca'face
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Tabela 7 — CNVs potencialmente patogénicas encontradas através do exame de CGH array, contendo o nimero de genes
presentes na regido, os principais genes e os fenotipos de cada individuo. ADNPM = Atraso no Desenvolvimento
Neuropsicomotor, DI = Deficiéncia Intelectual, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve, DIM = Deficiéncia Intelectual Moderada,
DIS = Deficiéncia Intelectual Severa, Aut = Autismo, Hiperativ = Hiperatividade, Dif = Dificuldade, Mot = Motora e Dismor

= Dismorfia.

Individuos Cromossomo Bandas Posicio Gendmica N° de genes  Genes importantes Fendtipo

13121 3 3pl4.1-pl3 68.988,297-70,938,968 16 MITF, TMF1 Surdez nio
sindrémica

1303 6 6qls 89.917,335-90.485.874 10 GABRE1, GAERR2 DIL, Dif. Mot,
Hiperativ.

1325 8 8q21.13 82.061,218-84.510,562 23 IMPAL ADNPM,
Dismor.
cabega'face

1340 20 20g13.33 61.854,236-62,054.955 10 CHENA4 ADNPM, Dif.
Mot.

1331 X Xq273-q28 146,425,635-151,604 987 60 FMRI1, AFF2 DIL, Dismor.
cabega/face

1332 X Xq27.3-q28 146,418,810-151,604 987 60 FMRI1, AFF2 DIL, Dismor.

cabega'face
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Tabela 8 — CNVs de significado incerto encontradas através do exame de CGH array, contendo o nimero de genes presentes
na regido, os principais genes e os fen6tipos de cada individuo. ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor, DI
= Deficiéncia Intelectual, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve, DIM = Deficiéncia Intelectual Moderada, DIS = Deficiéncia
Intelectual Severa, Aut = Autismo, Hiperativ = Hiperatividade, Dif = Dificuldade, Mot = Motora e Dismor = Dismorfia.

Individuos Cromossomo Bandas Posicido Gendmica N°de genes  Genes importantes Fenotipo

1306 1 1q44 246,324 898-246,088 599 2 SMYD3 Aut, Dif. Mot,
Convulsdes,
Hiperativ.
1201 2 2p24.1 23,982,758-24 813 485 1% ATADIB, UBXN2ZA DInG
Sobrepeso
1304 2 2q373 236,733,535-237.355,774 [4] AGAPL, GBX2 ADNPM,
Convulsdes,
Dismor.
cabega/face
1328 2 2ql3 110,504.318-111 365,996 23 NPHP1 Comp.
neuroldgico
13105 4 4q35.2 188,106,543-185,797 261 14 ZFP42 ADNPM, Dhf.
de fala
13157 4 4q31.1 139,758.054-135,988 340 2 CCEN4L ADNPM,
Dismor.
cabega/face
13115 9 9p24.3 319,876-517 446 4 KANE]1, DOCES Aut, Ihf de
fala, Tnf. Mot,
Dismor.
cabega/face




7

Individuos Cromossome Bandas Posigdo Gendmica N°de genes  Genes importantes Fendtipo

©

11gq14.1 84,030,388-84.413,990 Aut, Dif.
Aprend, Dif

cabeca/face,
Dif. de fala

1363 13 13g12.12 23,533,338-24,958,372 25 8GCG, SACS DIM

1353 14 14242 73,590,938-73,776,190 4 PSENI1, NUME1L Aut, Dif. de

15q25.3 83,884,174-86,112,040

Dif. de fala
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Continuacio
Individuos
1356

13104

1358
1301

13112

Cromaossomo
16

16

Bandas
16g23.2

16p133

Xq28
Xq21.31

Xql3.3

Posicdo Gendmica
20,260,131-80,701,060

340, 826-1,449.862

152,733.080-152,996,703
85,888,554-80,199.512

T4.447.412-74,654.324

N® de genes

60

Genes importantes
DYNLRE2, CDYL2

CACNAIH

ABCD1
TGIF2ZLX

ZDHHCI13

Fenatipo
DIL, Aut, Dif.
Mot, Dif. de
fala,
Hiperativ,
Dismor.
cabega/face
Dif. de fala,
Convulsdes,
Dismor.
cabega/face
Sem
dismorfologias
DIM, Dif.
Mot.
ADNPM,

Dif Aprend
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5.7 Taxa de Diagnostico e Relacdo dos Fendtipos com
Diagnostico

Observou-se que dos 109 individuos, 29 apresentaram CNVs
patogénicas ou potencialmente patogénicas, o0 que equivale a uma taxa
diagnostica de 26,6%. A relacdo dos fenotipos apresentados pelos
individuos, que obtiveram diagnésticos pode ser observada na Tabela 9.

Com relagdo aos fenotipos que obtiveram maior taxa de
diagndsticos destaca-se a DIS, DIL e Hiperatividade, com ~66%, 50% e
40% respectivamente. Das 35 criangas com ADNPM encontrou-se CNVs
patogénicas ou potencialmente patogénicas em 5 dessas criangas (14,3%),
individuos que apresentavam uma dificuldade de aprendizado foram os

menos diagnosticados (6,9%) no presente trabalho.
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Tabela 9 — Porcentagem dos diagnosticos obtidos com relacdo aos fen6tipos
apresentados pelos individuos com indicacdo clinica para realizagdo do exame
de CGH array. DI = Deficiéncia Intelectual, DIL = Deficiéncia Intelectual Leve,
DIM = Deficiéncia Intelectual Moderada e DIS = Deficiéncia Intelectual Severa,
Dif = Dificuldade e ADNPM = Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor.

Fenétipo * Nimero Total Individuos com Porcentagem

de individuos  alteracdes causais de diagndstico

DI (Todos) 42 14 42.8%
DIL 20 10 0%
DIM 16 4 25%
DIs ] 4 66.66%
Hiperatividade 20 8 40%
Dismorfias de cabeca/face 49 18 36.7%
Dismorfias de bros 15 5 33.33%
Convulsoes 15 4 26,6%
Ataxia 4 1 25%
Dif. motora 33 7 21,2%
Dif. de fala 35 7 20%
ADNPM (5 anos ou menos) 35 5 14,3%
Autismo sem DI 21 2 9.5%
Dif. de aprendizado 29 2 6.9%

* Podendo um mesmo individuo apresentar mais de um fenétipo.

6. DISCUSSAO
6.1 Analise dos Exames de CHG array

A composicdo da amostra reflete um predominio de individuos
do sexo masculino (Grafico 1). Este fato corrobora com o encontrado na
maioria dos outros estudos, que relatam ~30% mais homens
diagnosticados com DI do que mulheres (STEVENSON et al. 2000;
KAUFMAN; AYUB; VINCENT, 2010). Para o autismo a diferenca de
géneros é ainda mais acentuada, com proporcao de 4,5 meninos para cada

menina (Developmental Disabilities Monitoring Network Surveillance
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Year 2010). Estas diferencas entre homens e mulheres ndo sdo totalmente
explicadas, porém sdo atribuidas a mutacGes em genes localizados no
cromossomo X, a maior susceptibilidade de fetos masculinos a danos pré
ou peri-natais, aliados a fatores ainda ndo esclarecidos (CHRISTIAN,
2001; MARIS et al., 2010).

Cerca de um terco dos individuos para os quais foi solicitada a
realizacdo de CGH array tem idade abaixo de cinco anos, sendo que 70%
destes sdo meninos, um pouco mais de dois ter¢os, corroborando com 0s
achados da literatura (STEVENSON et al., 2000).

6.2 Anélise dos Fenotipos Apresentados pelos Individuos
com Indicacdo Clinica para Realizar o Exame de CGH array

As principais indicac@es clinicas para realizar o exame de CGH
array, em dados encontrados na literatura em individuos ainda ndo
classificados com uma sindrome definida, sdo o atraso no
desenvolvimento, algum grau de comprometimento intelectual e a
presenca de caracteristicas dismorficas, nesta ordem (DARILEK et al.,
2008). Um estudo verificou CNVs relevantes em 18,6% dos individuos
com deficiéncia intelectual e/ou caracteristicas dismdrficas associadas
(SIGGBERG et al., 2010), sendo esses fenotipos também os principais
observados nos sujeitos analisados na presente pesquisa (Tabela 1).
Porém, a frequéncia em que CNVs relevantes foram encontradas é mais
que o dobro que o relatado na literatura. Possivelmente isto se deva a uma

maior resolugdo da plataforma utilizada no presente trabalho.
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Considerando a principal indicacdo para o exame, predomina, no
presente estudo, a indicacdo por ADNPM (78%), dismorfias de
cabeca/face (45%) e em seguida a deficiéncia intelectual em grau variado
e a presenca de autismo (com e sem DI), ambos com ~38%. Com
frequéncia menor, encontra-se a dificuldade de fala (32%), dificuldade
motora (30%), dificuldade de aprendizado (27%), hiperatividade (18%),

dismorfias de membros e convulsdes (14%), e ataxia (4%) (Tabela 1).

O ADNPM, principal indicagdo clinica para a realizagdo do
exame (78%), na maior parte das vezes se da como um diagnostico
retrospectivo, pois o diagndstico de DI envolve aspectos, inclusive no que
tange a aplicacdo de um teste de QI, que sé podem ser acessados apds 0s
5 anos de idade. Observou-se apenas 40 dos 109 individuos com idade
igual ou inferior a 5 anos, destes 87,5% apresentaram o0 ADNPM como
indicacdo para o CHG array. Considera-se que as criangas que até esta
idade apresentam ADNPM, eventualmente podem vir a ndo desenvolver
uma DI posteriormente, porém a maioria acabard recebendo este
diagnostico (SHAFFER, 2005).

Com relacdo ao sexo, todos os fenétipos, exceto DIS e ataxia
apresentados por apenas 3 e 2 individuos, respectivamente, de cada sexo,
apareceram maior nimero em homens do que em mulheres. Como a
amostra possui uma maior prevaléncia de individuos do sexo masculino

esta observacao era esperada.

Para a maioria dos diagndsticos de DI no Brasil o teste de QI ndo
é utilizado de forma corriqueira, principalmente quando a DI é evidente.
Na maioria das vezes, os médicos fazem o diagndstico de deficiéncia

intelectual através de uma série de caracteristicas associadas que o
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individuo apresenta em grau variado, conforme detalhado no item 1.1.3 —
Diagnostico e Avaliagdo, o que por fim, se assemelha muito ao
preconizado na nova versdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders — DSM); DSM V, gue destituiu o teste de QI como necessidade
para estabelecer o diagnostico e/ou grau de deficiéncia intelectual,
considerando outros parametros que sdo mais relacionados ao aspecto

funcional do individuo.

O fato da DIL aparecer mais dentre as indicagcbes médicas para
realizacdo do CGH array que DIM ou DIS surpreende, uma vez que
imagina-se que o exame de CGH array tenderia a ser mais solicitado em
casos de DIM e DIS. Ha pesquisadores que relatam que seja mais
provavel obter resultados positivos do exame de CGH array nos casos
mais graves de deficiéncia intelectual, (BEAUDET, 2013), dados que 0

presente estudo contesta, conforme sera discutido mais adiante.

6.3 Analise das CNVs Encontradas

CNVs sd8o geradas por diversos mecanismos de mutagéo,
incluindo recombinacdo meidtica dirigida por homologia e néo-
homologia, reparagdo de quebras de dupla cadeia de DNA e erros na
replicacdo (CONRAD et al, 2010). Sabe-se que as CNVs sdo
extremamente comuns na populacdo (IAFRATE et al, 2004), por esse
motivo o nimero de CNVs presentes em cada individuo (Grafico 2) ndo
é proporcional a patologia que ele apresenta. Ou seja, ndo é correto

afirmar que quanto mais CNVs determinado individuo possui, maior serd
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seu comprometimento. No presente estudo 12 dos 29 individuos (41,3%),
que tiveram CNVs classificadas como patogénicas ou potencialmente
patogénicas apresentaram uma Unica alteracdo e esta ja foi suficiente para
ser determinante de sua patologia. O que determina se uma CNV ¢
patogénica ou ndo € a regido que ela abrange, 0s genes presentes nessa
regido, além de seu tamanho e se é uma microduplicacdo ou
microdelecdo. Porém, a quantidade de CNVs raras por paciente tem sido

relacionadas com fenétipo mais grave (GIRIRAJAN, et al., 2012).

No presente estudo foram encontradas um maior nimero de
microduplicagBes se compararmos a microdelecGes, 0 que era esperado
uma vez que acredita-se que microduplicagdes sdo mais comuns no
genoma humano do que microdele¢bes (BEAUDET, 2013). Em geral,
mas ndo uniformemente, delecBes sdo mais provaveis de serem
causadoras de um fenétipo do que duplicagfes. Segundo Battaglia et al.
(2013) duplicacdes geralmente causam um fendtipo mais leve, 0 que
possibilitaria que houvesse uma selecdo favoravel, dessas

microduplicacdes, por isso ocorrem em maior nimero.

Os genes geralmente tém mecanismos regulatdrios que permitem
a adequacdo da expressdo de seu produto de acordo com necessidade.
Existem, porém, genes que sdo sensiveis a dosagem, onde estes
mecanismos regulatérios ndo conseguem compensar o efeito de dose
exercido por uma delecdo ou duplicacdo (EDGER; PIRES, 2009).

Uma CNV pode ser responsavel pelo desenvolvimento de uma
doenca se esta inativa ou também ativa exacerbadamente um ou mais
genes sensiveis a dosagem, o que justifica o aparecimento de patologias

ligadas a duplica¢Ges, como foi identificado em um estudo uma forte
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associacdo de duplicacbes com o transtorno de espectro autista
(SANDERS et al, 2010). Exemplos encontrados no presente estudo séo a
sindrome de duplicagdo do cromossomo 16 regido16p13.3, onde o gene
envolvido Creb-Binding Protein (CREBBP) é sensivel a dosagem, como
Thienpont et al. (2010) relatou em seu estudo, e a sindrome de Willians-
Beuren, onde os resultados de diferentes estudos (SOMERVILLE et al.,
2005; BERG et al., 2007; TORNIERO et al., 2007) sugerem que 0s genes

presentes na regido 7q11.23 sdo extremamente sensiveis a dosagem.

H& mecanismos de regulacéo génica e modulacao da atividade de
enzimas que podem contrabalancear o aumento ou diminuigdo da
producdo de um RNA por duplicagdo ou delegdo do gene (ALBERTS et
al., 2009). Para duplica¢fes ha mecanismos adicionais que possibilitam
manter a homeostase no caso de producédo excessiva de um RNA ou uma
proteina, como promover a eliminacdo acelerada via degradagdo ou
exocitose do RNA e/ou proteina produzidos em excesso. Outro
mecanismo que explica a maior patogenicidade de delecdes é a
possibilidade de ocorrer a combinacdo da delegdo do alelo de um
cromossomo com um alelo disfuncional (por mutagdo ou por imprinting)
no cromossomo homoélogo de um gene que causa uma condicao
autossdmica recessiva. Isto também dificulta a interpretacdo de CNVs
consideradas benignas quando representam delecdo que contém genes

causadores de doencas recessivas.

A capacidade do CGH array de identificar pequenas delecdes
permite o diagndstico de doencas causadas por poucos genes, bem como
identificar genes com haploinsuficiéncia, o que aumenta a capacidade de

diagnostico deste teste (MILLER et al, 2010). Se ocorrer uma perda de
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um gene haploinsuficiente o alelo que resta ndo € capaz de suprir a falta

da copia deletada, o que acarreta no aparecimento do fenétipo.

6.4 Classificacdo das CNVs

Determinar o significado clinico de variantes identificadas pelo
CGH array requer muita atengdo, percep¢éo e estudo, mesmo com as
plataformas atuais que oferecem alta resolucdo do genoma e ampla
deteccdo de CNVs clinicamente significativas. O maior desafio esta na
interpretacdo das variantes de significado clinico incerto, muitas vezes
chamadas de VOUS, do inglés variants of uncertain clinical significance;
relatorios de CNVs observadas entre laboratérios clinicos indicam uma
ampla variabilidade de interpretacdo (MILLER et al, 2010).

As CNVs benignas (224/276) foram assim classificadas por
estarem presentes no banco de dados de variantes comuns a populacéo
geral (DGV), séo por isto chamadas de DGVs e ndo possuem nenhuma
relacdo causal com a patologia do individuo (The Wellcome Trust Case
Control Consortium, 2010). Aparecem em maior nimero, cerca de 81%
(Gréfico 3), do que as variantes raras, como era de se esperar uma vez que

se sabe que as CNVs sdo comuns no genoma humano.

6.5 Analise das CNVs Encontradas por Cromossomo

A partir dos resultados dos exames verificou-se que 18,80% das
276 alteracdes encontradas tem ou podem ter, em maior ou menor grau,

alguma relacéo causal com a patologia apresentada. Considerando todas
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as CNVs encontradas, foram encontradas alteragdes em todos os 23 pares
de cromossomos pertencentes a espécie humana (Tabela 3), com um
maior nimero de alteragfes presentes nos cromossomos 14, 22 e 16. O
cromossomo 22 estar entre 0s cromossomos com maior nimero de CNVs,
com 29 das alteracdes, foi surpreendente uma vez que era esperado
encontrar um menor nimero de CNV's nos cromossomos menores, ndo so
por seu tamanho, mas por possuir genes considerados conservados na
espécie humana. Isto é confirmado no caso dos cromossomos 21 e 19 que
foram aqueles onde menos alteragfes foram encontradas, uma para cada

um.

Dos 109 individuos, 46 apresentaram CNVs classificadas como
patogénicas, potencialmente patogénicas e de significado incerto, o que
equivale a 45% dos individuos com alguma alteracdo rara. O cromossomo
que apresentou 0 maior nimero dessas alteracdes foi 0 X (Tabela 3). O
fato do cromossomo X apresentar 0 maior nimero de alteracdes raras
quando se estuda doencas ligadas ao neurodesenvolvimento é algo
bastante esperado, devido as evidéncias gendmicas e conhecimento
acumulado que ligam genes presentes no cromossomo X a transcritos de
células neuronais e ao fato dos homens possuirem apenas uma copia deste
cromossomo, que pde em evidéncia alteragcbes em qualquer gene
relevante (TURKHEIMER et al, 2014).

O cromossomo 18 apresentou duas alteragdes em um mesmo
individuo, com perda de genes sub-teloméricos. Esta alteracdo foi
suficiente para causar a patologia do individuo, confirmando a relevancia

destas regifes no diagndstico de individuos afetados.
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Em um estudo feito com 215 individuos, verificou-se que CNVs
encontradas no cromossomo 15 sdo mais comumente observadas em
pessoas com espectro autista enquanto as alteragfes presentes nos
cromossomos 2 e 22 sdo mais envolvidas naqueles com dificuldades de
aprendizagem (ROBERTS et al, 2014). No presente estudo foram
observadas nove altera¢6es no cromossomo 15 sendo cinco consideradas
benignas e duas consideradas de significado clinico incerto, presentes em
duas criancas com idade inferior a 5 anos com ADNPM, dificuldade de
fala e motora. As outras duas (~22%) consideradas patogénicas foram
observadas em individuos que apresentaram como fendtipo DIS com

autismo e DIL com autismo.

No cromossomo 2 foram encontradas nove altera¢des, sendo seis
benignas e trés consideradas de significado clinico incerto o que nédo
permite relacionar as alteragdes presentes no cromossomo 2 com nenhum
diagnostico conclusivo. No cromossomo 22 foram observadas 29 CNVs,
sendo 25 henignas e quatro patogénicas, presentes em individuos com

algum grau de DI e em uma crianca diagnosticada com ADNPM.

Em um estudo anterior com 122 individuos analisados com as
plataformas 44K ou 60K da Agilent Technologies, seis cromossomos nao
apresentaram CNVs raras, sendo eles os cromossomos 6, 10, 20, 21, 23 e
Y (ANSELMI M, 2013). No presente trabalho ndo foi observada
nenhuma CNYV rara nos cromossomos 5, 10, 12, 19, 21 e Y, havendo uma
concordancia de 3 cromossomos (10, 21 e Y) entre os trabalhos. Como ja
relatado anteriormente nos cromossomos 19 e 21 foram observadas uma
Unica alteracdo benigna. Ja os cromossomos 5, 10 e 12 apresentaram

algumas alteracdes normais 0 que pode sugerir que estes cromossomos
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sejam mais propensos a apresentarem CNVs sem relevancia clinica, assim
ComMo 0 cromossomo Y que possui poucos genes e muitos pseudogenes

que dificilmente causariam estes tipos de patologias.

6.6 Analise das CNVs Raras

As CNVs patogénicas (23/276) correspondem a 9,4% (Gréafico 3
e Tabela 6) das CNVs observadas. Seus tamanhos variam de 206 Kb a 22
Mb e foram consideradas causais para o fen6tipo. Analisando cada caso,
a CNV ou foi responsavel por uma sindrome conhecida, em que as
caracteristicas fenotipicas e os dados clinicos correspondiam ao que era
observado na literatura referente a determinada sindrome, ou por serem
alteragdes muito grandes onde ndo havia uma sindrome especifica mas
sim um conjunto grande de genes responsaveis por diversas patologias

que conjuntamente explicavam o fenotipo apresentado pelo individuo.

Muitos estudos feitos com plataformas mais antigas como as
105k ou 180k da Agilent Technologies (Santa Clara, CA) (BARTINIK et
al., 2014; COUTTON et al., 2014; ROBERTS et al., 2014,) necessitam
utilizar diferentes técnicas (MLPA, PCR, FISH) para confirmacéo dessas
CNVs. No presente trabalho esta confirmacdo ndo € necessaria pois a
plataforma CytoScan® HD da Affymetrix, possui mais de 2,6 milhdes de
marcadores de nimero de cpias, alta densidade de sondas e SNPs,

utilizados para conferir a precisdo dos achados (Affymetrix, 2013).

Porém, exemplificando a dindmica da evolucdo dos

conhecimentos na area, alguns exemplos de genes observados nessas
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regides, para 0s quais evidéncias recentes de um papel importante no
desenvolvimento leva a sua reclassificagio como a Set and Mynd
Domain-containing protein 3 (SMYD3), que desempenha um papel na
regulacdo da transcricio como um membro do complexo de RNA
polimerase (OMIM 608783). Tém papel fundamental na regulacdo da
sinalizagdo do oncogene RAS (MAZUR et al, 2014).

As CNVs consideradas potencialmente patogénicas (6/276)
correspondem a 2,2% (Gréfico 3), variam de 261Kb a 5,1Mb e possuem
na regido alterada genes considerados potenciais candidatos para
determinacdo do fendtipo, porém com pouco apoio na literatura sobre sua
patogenicidade em CNVs. A seguir serdo discutidos de forma detalhada

0s 6 casos que apresentaram CNVs potencialmente patogénicas.

6.6.1 Caso 1: Individuo 13121

Uma menina com 7 anos de idade cujo fenétipo € surdez ndo
sindrdmica e pele bem clara, com uma microdelecdo de 1.950Kb em
3p14.1-p13 (Tabela 7). Nesta regido ha 16 genes, sendo que o de maior
importancia é o gene MITF (fator de transcricdo associado a
microfitalmia). MITF codifica um fator de transcricdo com motivos do
tipo ziper de leucina hélice-alca-hélix basico (bHLHZip) e é um regulador
mestre do desenvolvimento de melanécitos. MutagBes pontuais nesse
gene, herdadas de forma dominante, foram encontrados em pacientes com
hipopigmentacdo e surdez caracteristicas da sindrome de Waardenburg
do tipo 1A (SW-II) e na sindrome de Tietz (ST), caracterizada por surdez

congénita e despigmentacdo quase lembrando o albinismo.
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Adicionalmente mutacBes neste gene foram encontradas em casos de
melanoma somatico e de origem germinativa. A haploinsuficiéncia de
MITF chegou a ser sugerida como mecanismo subjacente para oS
fendtipos mais leves apresentados pela SW do tipo 1A (ZHANG et al.,
2012). Nas mutacBes descritas havia formacdo de proteina, porém
alterada. No intuito de entender o papel do gene alterado na patogénese
das trés condigdes, Grill et al. (2013) testou 24 mutagfes descritas na
literatura, 18 das quais encontradas em individuos com SW tipo 1A e ST,
e 6 em individuos com melanoma. Constatou que a maioria das mutagdes
(mas ndo todas) que causa SW tipo IIA e ST resultam em proteinas que
ndo conseguem se ligar ao DNA. Sugere entdo que as duas sindromes de
surdez e despigmentacdo se devem a mutagdes de perda de funcéo deste
fator de transcricdo sem, no entanto, poder descartar a causa como um
ganho de funcdo — ou seja, onde o produto génico interfere em outro
processo, conforme é frequente em mutagfes dominantes. A delecéo
encontrada na paciente descrita aqui confirma que a haploinsuficiéncia
deste gene é suficiente para causar a surdez congénita e possivelmente a
hipopigmentacao encontradas em SW tipo 2 ou ST. E provéavel que as
apresentacOes ligeiramente distintas destas duas condigdes se devam a
interacdes com o contexto gendmico de cada individuo afetado.

Ja as mutagdes encontradas em melanoma exibem capacidade de
ligacdo normal ao DNA e pequenas variagfes nas propriedades de
ativacdo, eventualmente modificando o momento/intensidade/alvos de
transcrigdo (GRILL et al. 2013), ndo sendo relevantes para a patologia no

caso descrito.
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6.6.2 Caso 2: Individuo 1303

Um menino com 15 anos de idade cujo fenotipo é DIL,
dificuldade visual, dificuldade motora e hiperatividade, sem
dismorfologias marcantes, com cariétipo normal, apresentando uma CNV
benigna em 22q11.22, apresenta uma microduplica¢do de 568Kb em 6g15
(Tabela 7), considerada potencialmente patogénica. Nesta regido ha 10
genes, sendo que os considerados candidatos para o possivel
envolvimento na patologia apresentada sdo os genes GABRR1 e
GABRR?2 e Ankyrin Repeat Domain (ANKRDG6). GABRR1 e GABRR2
codificam as subunidades rhol e rho2 dos receptores pentaméricos
GABA-C/GABA-A, que sdo membros da superfamilia de canais de
cloreto dependente e ligantes de &cido gama - aminobutirico (GABA).
GABA ¢ o neurotransmissor inibitdrio mais abundante no cérebro dos
mamiferos, onde é amplamente distribuido em regiGes tais como o cortex
cerebral, hipocampo, tdlamo, ganglios basais, cerebelo, no hipotdlamo e
no tronco cerebral, compreendendo cerca de um tergo das sinapses
(CUTTING et al., 1991; CUTTING et al., 1992). Disfungbes sutis dos
neurbnios GABAérgicos contribuem para indmeros fendtipos
neuropsiquiatricos, incluindo o autismo, o transtorno bipolar com déficits
cognitivos e a esquizofrenia infantil com deficiéncia intelectual (CHAO,
et al., 2010; COGHLAN, et al., 2012). Desordens do desenvolvimento
neuroldgico tém sido atribuidas a CNVs presentes em regides que, entre
outros, também contém agrupamentos de genes receptores de GABA-A
(POLAN et al, 2014). H& diversas alteracbes nessas regides ja bem
conhecidas, que incluem como fenétipo atrasos no desenvolvimento, na

fala, motora, autismo e convulsées (HOGART et al., 2010).
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Ja 0 gene ANKRD6 codifica a diversina, uma proteina que
participa da sinalizacdo por WNT. Os sinais de WNT séo transduzidos
através da via da beta-catenina ou pela via de polaridade celular planar
(PCP). A via classica da beta-catenina regula a pluripoténcia das células
tronco e o destino das células durante o desenvolvimento. A PCP é
responsavel pela polarizagdo coordenada de células vizinhas dentro do
plano do tecido, necessaria para NUMerosos processos de
desenvolvimento para a forma e a funcdo de muitos tecidos e 6rgaos,
participando inclusive no processo de fechamento do tubo neural (WU, et
al., 2011). A sinalizacdo PCP é altamente sensivel a dosagem e exibe uma
relagdo antagbnica com a via da B-catenina. A diversina ativa a
sinalizacdo pela PCP, enquanto simultaneamente inibe a via da [3-catenina
(ALLACHE, et al., 2014). Em ratos foi vista a expressdo do RNAm de
Ankrd6 no corpo estriado, olhos, pulmdes e rins (KATOH; KATOH,
2005). Considerando a sensibilidade a dosagem da via PCP, é plausivel
considerar que uma duplicacdo de ANKRDG6 possa desequilibrar a
homeostasia desta via, contribuindo para o fenétipo. O fato de ser
expressa na regido ocular poderia explicar a baixa visdo apresentada pelo

menino.

6.6.3 Caso 3: Individuo 1325

Um menino com 3 anos de idade cujo fenétipo € ADNPM, cranio
braquicefalico, fonte proeminente, dismorfias genitalias, hidrofenose
grave a direita, epispadia, extrofia da bexiga e gastroquise, possui uma
microduplicacdo de 2.449Kb em 8g21.13 (Tabela 7).
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A extrofia de bexiga e a gastroquise fazem parte dos defeitos de
fechamento da parede abdominal, mas sua etiologia é incerta, podendo se
dever a disrupcdes ou defeitos relacionados a proliferacdo, migracéo,
fusdo e apoptose celular, assim como a perturbagdes nos processos de
adesdo celular. O fechamento da parede abdominal e do tubo neural
ocorrem mais ou menos na mesma época do desenvolvimento, em torno
da quarta semana gestacional, e envolvem processos semelhantes
(SADLER, 2010).

Na regido duplicada na crianga afetada ha 23 genes, entre os
quais alguns se destacam por ter importante papel no desenvolvimento
e/ou indicios de serem sensiveis a dosagem: Proteina mielina periférica 2
(PMP2), Sorting Nexin 16 (SNX16), Charged Multivesicular body
Protein 4C (CHMP4C) e Myo-inositol monophosphatase (IMPAL).

O gene PMP2 (proteina periférica da mielina), codifica uma
pequena proteina basica, que é um dos principais componentes da mielina
periférica e parece estar relacionada com o transporte de acidos graxos ou
do metabolismo dos lipidos de mielina. Recentemente PMP2 foi
identificado como um gene sensivel a dosagem (MAKANAE, et al.
2013).

SNX16, que codifica para a proteina de classificacdo de nexinas
16, ¢ membro de uma ampla familia de proteinas de ligacdo ao fosfatidil-
inositol fosfato, envolvidas na mediacdo de uma variedade de processos
como endocitose, transporte e distribuicdo intracelular de proteinas e
sinalizacdo celular. SNX16 tem sido implicado em vias de sinalizacdo
como EGF, Proteina Morfogenética Ossea (Bone Morphogenetic

Proteins - BMP) e Wnt. Estas vias tém fung¢bes nos processos de
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sobrevivéncia proliferacdo e regulacdo da migracdo celular. SNX16
estaria envolvido na migragdo, mas ndo no crescimento celular. A
superexpressdo de SNX16 reduz a migracdo celular, enquanto o
knockdown de SXT16 tem o efeito oposto (LEILEI, et al., 2013). Por
outro lado SNX16 tem sido implicado no controle do crescimento das
sinapses na interface de compartimentos endossomais (RODAL et al.,
2014).

CHMPA4C codifica uma proteina de corpos multi vesiculares e faz
parte do complexo de Endosomal Sorting Complexes Required for
Transport (ESCRT-111), um complexo de transporte e triagem vesicular,
que participa da distribuicdo endossomal de proteinas a lisossomos. Este
complexo tem importante fungdo no momento final da separacdo de
membranas celulares, ap6s a constricdo do anel de actina e miosina que
ocorre no final da citocinese celular. CHMPA4C ¢ critica na regulacéo
deste processo, integrando o momento da separagdo com o controle de
ciclo celular (CARLTON et al, 2012) e a super-expressdo de CHMP4C
inibe a citocinese (CARLTON; MARTIN-SERRANO, 2009).

IMPAL codifica a inositol monofosfatase 1, que esta implicada
na via de sinalizagdo celular do fosfatidil-inositol. Desfosforila
monofosfato de mio-inositol para gerar mio-inositol livre, um precursor
de fosfatidilinositol, importante modulador na producdo de segundos
mensageiros como mioinositol 1,4,5-trifosfato e diacilglicerol. Tem sido
implicado principalmente no distirbio bipolar e, mais recentemente
também no desenvolvimento craniofacial (CRYNS et al.,, 2008;
OHNISHI et al., 2014).
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6.6.4 Casos 4 e 5: Individuos 1331 e 1332

S&o dois irmdos o primeiro com 18 e o segundo com 16 anos
cujos fenotipos sdo os mesmos, ambos possuem DIL, sobrepeso,
dismorfias leves, bochechas cheias, labios grossos e olhos amendoados.
O carittipo se apresentou normal, exame de CGH array foi entdo
realizado, revelando para ambos 0s pacientes praticamente a mesma
CNV. O individuo 1331 possui uma microduplicacdo de 5.179Kb em
X(27.3-28 coordenada genémica (146,425,635-151,604,987; Hgl19), e
0 individuo 1332 possui microduplicacdo praticamente igual, porém de
tamanho um pouco maior, de 5.186Kb em Xg27.3-028 coordenada
gendmica (146,418,810-151,604,987; Hg19) (Tabela 7). Nesta regido ha
60 genes, sendo o de maior importancia o gene Fragile X Mental
Retardation 1 (FMR1). Conhecido pela sua associagdo com Varios
fendtipos de deficiéncia intelectual ligada ao cromossomo X, como na
sindrome do X frégil, onde sua perda de funcdo leva a deficiéncia
intelectual (VENGOECHEA et al, 2012). Em seu estudo Rio et al. (2010)
descreveram uma duplicacdo de 5,12Mb em Xq27.3-928, que inclui o
gene FMR1, em trés homens de uma mesma familia com DIL, baixa
estatura, hipogonadismo, dismorfias faciais, sobrepeso, ginecomastia e
testiculos pequenos. Esta duplicacdo segundo Rio et al., (2010) ndo era
visivel na analise cromossdmica comum. Segundo Hickey et al. (2013)
duplicacdo em Xq27.3-g28 é responsavel por uma sindrome de
hipogonadismo hipogonadotréfico, ginecomastia, deficiéncia intelectual,

baixa estatura e obesidade.



99

A CNV observada neste trabalho possui tamanho e genes
semelhantes a observada por Rio et al (2010) e é menor do que a
observada por Hickey et al. (2013). Ambos identificaram um fen6tipo
muito semelhante nos individuos estudados nos respectivos trabalhos, no
entanto o presente trabalho observou um fen6tipo mais ameno comparado
aos descritos, 0 que pode sugerir que os demais fenotipos néo
compartilhados podem estar sendo causados por outros fatores, ou 0 mais

provavel é que estes fendtipos tenham uma expressividade variavel.

6.6.5 Caso 6: Individuo 1340

Um menino com um ano e meio de idade cujo fendtipo é
ADNPM, baixo peso, dificuldade motora, sem dismofias de face, porém
com baixa implantacdo e mal formacgéo das orelhas (que sdo rudimentares
com o pavilhdo auricular malformado), atresia de coanas, atresia no
esdfago com fistula gastroesofagica e cariétipo normal, porta uma
microduplicacdo de 200Kb em 20q13.33, posicdo gendmica 61,854,236-
62,054,955 (Tabela 7). Esta regido aparece em frequentes delecdes no
DGV. No Banco de dados DECIPHER ha principalmente duplicactes
patogénicas, porém maiores que a regido duplicada no menino. Ha 10
genes nesta regido, varios dos quais codificando para canais i6nicos. Um
gene com possivel implicacdo é o BIRC7 (Baculoviral inhibitors of
apoptosis repeat containing) conhecido como Livin. Ele codifica um
membro da familia de inibidores de apoptose (IAP), sendo um regulador
apoptotico capaz de exercer atividades pré-apoptéticas e anti-apoptéticas.
Desempenha um papel crucial na proliferacdo celular e no controle do

ciclo celular, através da inibicdo ou degradacdo de caspases, pois
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apresenta também funcbes de ubiquitina ligase. Super-expressdo de
BIRC?7 é detectada no processo inicial e progressao de cancer (YAN et al,
2011).

6.7 Taxa Diagnéstica e Relacé@o dos Fenotipos com
Diagnostico

Este estudo obteve uma taxa diagnostica de ~25% (dos 109
individuos, 28 apresentaram CNVs consideradas causais). Em um estudo
realizado por Xiang et al. (2010), com a participagdo de 1499 individuos
afetados, o diagnostico foi obtido em 12%; a matriz de CGH array
utilizada foi a 44k da Agilent (Santa Clara, CA). Outro estudo analisou
246 individuos com desordens do desenvolvimento utilizando as matrizes
de CGH array BAC e 44k da Agilent, obteve uma taxa diagnéstica de
29,7%, mais alta do que as observadas em diferentes estudos
provavelmente devido a um possivel viés na selecdo de pacientes
(ROSELLO et al, 2014). Um trabalho utilizando as matrizes de CGH
array de 44k e 180k, ambas da da Agilent, em 115 individuos obteve uma
taxa diagnostica de 19% (CHONG et al, 2014). J& Bartnik et al. (2014)
obteve diagnosticos em 33% dos casos utilizando o CGH array como

primeira técnica diagnostica.

A melhoria no rendimento diagnostico em exames de CGH array
pode também ser atribuida a uma maior resolucdo de arrays de
oligonucleotideos e maior cobertura gendmica das plataformas

contribuindo para uma taxa de detecgdo superior.
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A taxa diagndstica para os 42 individuos com DI do presente
estudo foi de ~43%, muito acima do encontrado por Beaudet (2013), que
revisou o assunto e afirma que ha maior probabilidade de encontrar CNVs
patogénicas em individuos com DIM, DIS associadas a caracteristicas
dismorficas, onde obteve diagndstico de 20%-25% com CGH array. No
entanto, no presente estudo foram considerados também os individuos
com DIL, excluidos da analise feita por Beaudet, o que demonstra que a
taxa diagnostica ndo diminui quando sdo considerados também os

individuos com DIL.

A relevancia de utilizar CGH array em casos de DIL é
evidenciada pelas frequéncias diagndsticas que sdo obtidas em varios
trabalhos. Nos 20 individuos que apresentaram DIL no presente trabalho,
CNVs raras foram encontradas em 10 (50%), metade dos quais ndo
apresentava dismorfias. Em comparacdo, a taxa diagnostica encontrada
para DIM (4 del6) foi de 25% e para DIS (4 de 6) foi de 67% (Tabela 9).
O alto percentual de diagndstico da DIS pode ser um artefato de um

ndmero muito pequeno de individuos para quais o teste foi solicitado.

Dados obtidos por Anselmi (2013), que estudou 122 amostras de
individuos testados no mesmo laboratério um ano antes, porém com
plataformas de menor resolugdo (Agilent 44K e 60K) apresentou taxa
diagnostica de 46,5% para DIL, 13 de 28 testados, (58% para DIL com
dismorfologias e 22% para DIL sem dismorfologias); 17,5% para
individuos com DIM (7 de 40) e 33,5% em 6 de 18 individuos com DIS.

Outros estudos também observam a mesma quantidade (Wincent
et al., 2011) ou maior de alteragdes causais em individuos com DIL

quando comparados aos graus de deficiéncia mais graves. Trabalho
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recente realizado com 66 individuos com DIL, identificou 24 CNVs ndo
polimoérficas em 20 individuos (~30%) com o auxilio da plataforma de
CGH array de 180K da Agilent Technologies (COUTTON et al, 2014).
Beaudet (2013) afirma que mais recentemente, as amostras derivadas de
CGH array que estéo aparecendo com maior frequéncia sdo provenientes
de criangas com deficiéncia intelectual leve, fenétipos relacionados com
autismo leve, epilepsia idiopatica e hiperatividade, o que também é
corroborado pelos dados obtidos no presente estudo, onde foram
solicitados exames para 40 individuos com DIL comparados a 16 para
DIM e apenas 6 para DIS. Entre o total dos 109 exames analisados, 54%
dos individuos ndo apresentavam dismorfologias. Nas solicitagcdes
realizadas apenas um ano antes, a propor¢do era maior para DIM (40
pacientes), porém ja demonstrava uma tendéncia a incluir muitos
pacientes com DIL (28), para DIS foram 18 solicitagdes (ANSELMI,
2013).

E extremamente importante observar os dados com relacio a
DIL, que dentre as deficiéncias intelectuais é da qual menos se conhece
as causas. Historicamente a DIL tem sido creditada a causas multifatoriais
(ambientais) em contraposi¢do as organicas (COUTTON et al., 2014),
uma vez que se trata de uma condi¢do mais sutil muitas vezes envolvendo
alteracdes pequenas, ndo sendo visiveis no cari6tipo convencional.
Agora, com o surgimento de testes mais refinados se esta descobrindo que
delecGes e duplicacbes sdo causas importantes de patogenicidade para
patologias consideradas uma incognita para os pesquisadores. O presente

trabalho corrobora com estas consideracdes e acrescenta mais dados.
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Com relacdo ao autismo (sem DI) classificado de acordo com o
manual diagnostico e estatistico de transtornos mentais (DSM-1V), ou
seja, ndo incluindo os individuos com deficiéncia intelectual, que seriam
classificados em outro eixo, observamos uma taxa diagndstica de 9,5%
(Tabela 9) com CGH array. Shen et al. (2010) em seu estudo com 933
individuos com transtorno do espectro autista observou uma taxa de
18,2%. De acordo com Beaudet (2013) a taxa diagndstica dos casos de
autismo fica entre 5% a 10%, similar ao observado aqui. Se juntarmos a
taxa diagndstica encontrada em pessoas que apresentaram algum grau de
comprometimento intelectual com ou sem autismo (42,8%), com as que
apresentam autismo sem DI (9,5%) temos um total de 52,3%, dado
superior ao observado por Roberts et al. (2014) em seu trabalho com 215
individuos com transtorno do espectro autista e/ou dificuldade intelectual,

cujo rendimento diagnostico foi de 21%.

Os médicos frequentemente desejam saber qual o percentual de
criancas com determinados fendtipos que terdo anormalidades genéticas
causais detectadas por CGH array. Esta é uma dlvida recorrente, em que
casos solicitar tal exame? A resposta a esta questdo depende de muitas

variaveis e, portanto, ndo é tdo simples de se obter.

No entanto os dados desse estudo ajudam nesse sentido,
indicando que em casos onde ha ADNPM, DI de diferentes graus,
dismorfias de cabeca/face e autismo é valido fazer o pedido de CGH array
como opcdo de teste de primeira linha, o que também é defendido por
diversos pesquisadores, (MILLER et al., 2010; BEAUDET, 2013;
BATTAGLIA et al., 2013). As chances de se obter um diagnostico

genético especifico sdo grandes, o que facilitaria a assisténcia médica



104

adequada, aconselhamento genético especifico para a familia e, em Gltima

instancia, uma melhor condi¢do de vida para o proprio paciente.

7. CONCLUSOES

* A taxa diagnostica encontrada neste estudo (~25%)
demonstra que o CGH array esta se tornando um método diagndstico
bastante eficiente para estudar a causa genética de distdrbios do

desenvolvimento.

*As principais indicaces que levam os médicos a solicitarem o
exame de CGH array sdo o ADNPM, dismorfias, principalmente as de
cabeca e face e, em seguida, a DI em diferentes graus, e a presenca de
autismo (com e sem DI). Com relagéo aos fenétipos que obtiveram maior
taxa de diagndsticos destaca-se efetivamente a deficiéncia intelectual de
qualquer grau, que neste contexto revelou ~40% de resultados causais ou
provavelmente causais; a presenca de dismorfologias e a hiperatividade
associada a morbidade.

*A alta taxa diagndstica obtida particularmente para DIL (50%)
é talvez o resultado mais surpreendente e de aplicabilidade clinica

imediata.

* A taxa diagndstica para autismo, sem deficiéncia intelectual,
foi de 9,5%, apresentando 0 CGH array como um importante método de
diagnostico, inclusive para verificar eventual hereditariedade e

aconselhamento genético.
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* De um total de 276 CNVs encontradas, cerca de 81% sdo
benignas, 12% sdo patogénicas (26) ou potencialmente patogénicas (6) e
20 alteracOes, cerca de 7%, permanecem no limbo de significado clinico
incerto, tornando o trabalho de quem analisa os dados de CNVs uma
verdadeira tarefa de detetive, uma procura ardua por evidéncias na

esperanca de encontrar o culpado pela situagao.

* Os cromossomos menos propensos a terrem CNVs foram o 19
e 021, e 0s menos propensos a terem CNVs raras foram 0s cromossomos
10eY.

* Os casos que apresentaram CNVs potencialmente patogénicas
foram discutidos mais detalhadamente e foi possivel confirmar em um
deles que a haploinsuciéncia do gene MITF é responsavel pelo fendtipo
de surdez. Em outro caso verificou-se a expressividade variavel dos
fendtipos de individuos que apresentam a microduplicagcdo em Xq27.3-
g28; além de salientar os genes GABRR1, GABRR2, ANKRD6, PMP2,
SNX16, CHMP4C, IMPAL, FMR1 e BIRC7 como genes candidatos a
patoldgicos, que devem ser observados com mais cuidado em analises
futuras, até que se estabeleca ou descarte seu papel na etiologia das

condi¢cOes onde estiveram alterados.

8. PERSPECTIVAS E CONSIDERACOES

O CGH array ainda é considerado um exame de alto custo, em
torno de 3 mil doléres, fato que tende a diminuir nos proximos anos dada
a velocidade com que as tecnologias avancam e barateiam. No estado de

Santa Catarina 0 SUS disponibiliza por més 7 exames de CGH array,
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sendo que a fila de espera hoje para quem entra para realizar este exame
é de cerca de 2 anos. Um tempo longo se considerarmos que as condigdes
estudadas neste trabalho estdo ligadas ao neurodesenvolvimento do
individuo e que este espaco de tempo pode ser determinante para eventual
intervencdo. O presente estudo corrobora a importancia deste exame no
diagnostico de distdrbios do desenvolvimento e considera importante
inserir o CGH array junto aos programas de salide publica como um teste
de primeira linha, com um aumento do oferecimento do mesmo através
do SUS.

Como, apesar de amplamente aplicado, ainda se trata de uma
metodologia incipiente, 0 CGH array é uma ferramenta poderosa para a

identificagcdo de CNVs ou genes que influenciam o desenvolvimento.

Em conclusd@o o CGH array é um importante método para
diagnosticar doencas raras, como DI, proporcionando diagndstico
etioldgico para muitas condicOes até entdo de etiologia desconhecida. Isto
é importante para fins de aconselhamento genético, célculo do risco de
recorréncia e para atribuir possiveis diagndsticos pré-natais e assim
proporcionar abordagens preventivas/paliativas para a familia e para o

individuo.
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ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

Pagina 1 de 1

Hospital Infantil Joana de Gusmao

Comité de Etica em Pesquisa

] PARECER 015/2014 j

NOME DO PROJETO: AVALIAGAO DA INDICAGAO, TAXA DIAGNOSTICA E APLICABILIDADE
DE EXAMES DE HIBRIDIZAGAO GENOMICA COMPARATIVA POR CHIPS DE
OLIGONUCLEOTIDEQS (CGH array) EM SANTA CATARINA

PESQUISADORA: Mayara Anselmi/ Nathacha Barreto

ORIENTADORA: Angelica Francesca Maris

INSTITUIGAO RESPONSAVEL: HIJG

DATA DO PARECER: 14/08/2014 | REGISTRO NO CEP: 015/2013

GRUPO E AREA TEMATICA: Grupo Il - 2.02

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital Infantil Joana de Gusmao
(CEP-HIJG), em reuni&o ordinéria realizada em 14 de agosto de 2014, aprovou as solicitagdes abaixo
listadas, referentes ao Protocolo de Pesquisa 015/2013, aprovado conforme parecer 019/2013, deste
Comité.

- Prorrogagéo do prazo de coleta de dados, por seis meses, a partir desta data;

- Inclusdo do nome da pesquisadora Natacha Barreto.

Lembramos que conforme Resolugdo 466/2012, ¢ pesquisador deve apresentar ao CEP
relatérios periédicos scbre o andamento da pesquisa e relatério final. No site:
www.saude. sc.gov. bi/hijg/CEP. him, esta disponibilizado modelo.

Qualquer alteragéo a este projeto de pesquisa aprovado devera ser comunicada ac CEPHIJG.,

Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisas - HIJG
CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Floriandpolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 30 de julho de 2014,
e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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PARECER 019/2013

NOME DO PROJETO: AVALIAGAO DA INDICAGAO, TAXA DIAGNOSTICA E APLICABILIDADE
DE EXAMES DE HIBRIDIZAGAO GENOMICA COMPARATIVA POR CHIPS DE
OLIGONUCLEOTIDEOS (CGH array) EM SANTA CATARINA

PESQUISADORA: Mayara Anselmi

ORIENTADORA: Angelica Francesca Maris

INSTITUIGAO RESPONSAVEL: HIUG

DATA DO PARECER: 04/04/2013 | REGISTRO NO CEP: 015/2013

GRUPO E AREA TEMATICA: Grupo Il - 2,02

DOCUMENTOS SOLICITADOS SITUAGAO
1.FOLHA DE ROSTO OK
2.PROJETO DE PESQUISA OK
3.CURRICULO DO PESQUISADOR OK
4.CARTA DE ENCAMINHAMENTO AO GEP OK
5.TERMO DE COMPROMISSO ETICO OK
6.CONCORDANCIA DO SERVIGO oK
7. SUMARIO DO PROJETO DE PESQUISA OK
8. DECLARAGAO ASSINADA PELA DIREGAO DO HIJG oK
9. FORMULARIO DE AVALIAGAO ECONOMICO FINANCEIRA ISENTO
10.DECLARAGAO DE PUBLICAGAO £ ENTREGA DE RELATORIO FINAL OK
OBJETIVOS

Geral: Relacionar os resultados obtidos nos exames de CGH array solicitados através do Laboratério
Neurogene, em pacientes indicados por médicos do Estado de Santa Catarina, no perfodo de 5 anos,
para verificar se ha padrdes distintos entre as diferentes indicagées clinicas que levaram a solicitagao

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florianépolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008,

e-mail: cephijg@saude.sc.goy.br
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(distrbios do desenvolvimento como deficiéncia intelectual idiopatica e autismo) com resultados
positivos ou negativos em exames de CGH array em pacientes cuja investigagéo prévia por cari6tipo
nao esclareceu a etiologia de sua condigéo.

Especificos:

- Utilizando dados de arquivo do Laboratério Neurogene, analisar os resultados obtidos pela
investigagdo de pacientes através da técnica da hibridizagao gendmica comparativa por arrays, CGH
array, nos aproximadamente 200 exames solicitados desde 2008 até dezembro de 2012 através do
referido laboratdrio, quanto a(s):

- Taxa de resultados positivos, onde o CGH array revelou ou contribuiu para a compreensdo da
etiologia da patologia do paciente;

- Principais indicagées clinicas que levaram aos médicos solicitarem o exame investigativo por CGH
array,

- Eventuais diferengas na taxa diagnéstica entre pacientes com certas indicagées clfnicas com ou sem
tragos dismérficos ou sindrémicos marcantes;

- Tipo de aiteragdo encontrada;

- Comparar as taxas diagnésticas e indicagoes feitas pelos médicos catarinenses com relatos da
literatura internacional (PUBMED), observar se a plataforma utifizada est4 adequada para as diversas
indicagoes clinicas.

SUMARIO DO PROJETO

Trata-se de um estudo retrospectivo, cuja amostra se compoe de aproximadamente 200 exames de
CGH array, solicitados desde 2008 até dezembro de 2012, através do SUS, convénios médicos, como
UNIMED, ou particular, via o Laboratério Neurogene. As pesquisadoras entrardo em contato com os
médicos genetecistas efou neuropediatras verificando o interesse dos mesmos em participar da
pesquiéé (assinaram um TCLE). Esses médicos acionam o laboratério que executou os exames no
periodd de 2008 a 2012. O laboratério passara diretamente os resultados dos exames aos médicos
solicitantes que, com base neles, responderao ao questiondrio proposto apés pesquisar as
informa?;ées nos prontuarios. Os nomes dos pacientes nao serdo mencionados, mantendo assim a
confidencialidade e sigilo.

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
.. Bairro Agrondmica, Florian6polis, Santa Catarina
. Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 e
renovado em 14 de fevereiro de 2008.

3 e-mail: cephijg@saude.se.gov.br
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JUSTIFICATIVA

Sendo o CGH array um método que possibilita uma andlise refinada de todo o genoma, sem
necessitar de hipdtese diagnéstica prévia, esta se tornou uma ferramenta de extremo interesse para a
investigagdo de casos idiopaticos (de causa desconhecida) de distirbios do desenvolvimento.
Considerando o seu valor clinico, o presente trabalho pretende investigar como o CGH array tem
auxiliado o diagnéstico e a identificagdo das bases moleculares de casos de autismo, deficiéncia
mental idiopatica e atraso no desenvolvimento em Santa Catarina, e se a taxa diagndstica nos
exames solicitados no Estado é semelhante ao relatado na literatura. Adicionalmente pretendemos
verificar se ha diferengas na taxa diagndstica entre pacientes que apresentam tragos dismérficos e
aqueles que néo apresentam dismorfologias marcantes. Critério importante para decidir quando pedir
este exame e com dados conclusivos a este respeito na literatura internacional até entéo. Assim,
pretendemos que através desse estudo de avaliagdo da indicagao clinica, taxa diagnéstica e
aplicabilidade do exame de CGH array, de alto custo no momento, e possamos colaborar para a
intensificagao de pesquisas sobre o tema e para que novas diretrizes de saude publica sejam
consideradas.

METODOLOGIA

1.DELINEAMENTO - Estudo transversal com coleta retrospectiva de dados.

2.CALCULO E TAMANHO DA AMOSTRA — Por possibilidade, dados de todos pacientes aos quais foi
solicitado o CGH array.

3.PARTICIPANTES DE GRUPOS ESPECIAIS — Menores de 18 anos, portadores de atraso mental.

4. RECRUTAMENTO - pacientes atendidos por geneticistas e / ou neuropediatras em diferentes
locais & que fizer o exame no Laboratdrio Neurogene.

5.CRITERIOS DE INCLUSAO / EXCLUSAO - Néo explicitamente descritos.

6.PONDERAGAO ENTRE RISCOS — BENEFICIOS ~ Sim, na justificativa de nao obtengéo do TCLE
7.USO DE PLACEBO - Nao

8.MONITORAMENTO DA SEGURANGA DOS DADOS - Somente pessoas diretamente relacionadas
4 pesquisa deverao ter acesso aos dados.

9.AVALIAGAO DOS DADOS — Adequada.

10.PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE — Adequadas.

11. PREOCUPAGAO COM OS ASPECTOS ETICOS - SIM

12.CRONOGRAMA — Adequado.

f CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
< Bairro Agrondmica, Floriandpolis, Santa Catarina
% Fone: (48) 32519092
chlSlI() aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n” 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008.

e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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13. PROTOCOLO DE PESQUISA - OK
14.0RGAMENTO — Adequado.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE) - Adequado*
No momento da realizagao dos 0s paci / familiares assinaram um TCLE permitindo a

utilizagao dos resultados dos mesmos para pesquisa.
Os médicos participantes também assinarao um TCLE.

PARECER FINAL APROVADO —I

Informamos que o presente parecer foi analisado e aprovado em reunido deste comité, na data
de 02/05/2013.

- Conforme Resolugao 196/92, capitulo lll.2.h, o pesquisador deve apresentar ac CEP relatérios
periédicos sobre o andamento da pesquisa e relatério final. No site:
www.saude.sc.gov.br/hijg/CEP.htm, estd disponibilizado modelo. Seu primeiro relatério esta
previsto para NOVEMBRO DE 2013 ou para quando do encerramento da pesquisa.

- Qualquer alteragao a este projeto de pesquisa aprovado devera ser comunicada ao CEPHIJG.

qelet
(. %lamu( 360
/!
A DN %
/g Var{gssa Borges Platt
4 CGoordenadora do'Comité de Etica em Pesquisas - HIJG.

CEP- HUJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairro Agrondmica, Florianpolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008,

e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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ANEXO B - Termo de Consentimento

NEUROGEN

Rua Alve: o, J4

E LABORATORIO S/S LTDA

Termo de Consantimento Informado

Eu,

residente e domiciliado em

portador do RG: e CPF:

nascido (a) em ! ! , abaixo assinado (a), concordo de livre & espontdnea vontade
em fornecer amostra de sangue minha efou de meu (minha) filho (a) para a realizagdo do exame

de array — CGH.

Declaro que obtive todas as informagdes necessarias, bem como todos os eventuais

esclarecimentos quanto  as duvidas por mim apresentadas, Entendo que:

1 -0 objetivo deste exame € verificar a presenga de perdas ou ganhos de material

gendmico na amostra submetida.

2 -0 exame & Necessario para que uma possivel causa da doenca genética em questio

seja identificada mas ndo ha nenhuma certeza de gue a causa seja encontrada.

3 Esse exame ndo oferece tratamentao terapéutico.

4 Este exame ndo identifica alteragdes cromossdmicas equilibradas, mutagdes de ponto
{génicas) ou alteracies no DMA mitocondrial

5 S for identificada alguma variante cromossdmica ndo descrita sera realizado exame
dos pais para comparacao, com custo adicional.

& Embora esse exame seja configvel e realizado com controle de qualidade, pode ndo
serinformativo em alguns casos.

1- Eu autorizo a divulgacdo no laudo final de todos

os resultados identificados no exame, ou seja, TODOS os achados genomicos serdo
divulgados e ndo somente os relacionades com a clinica do paciente.

2- Eu autorizo a divulgacdo dos resultados em

publicagoes cientificas, desde gue dados pessoais sejam mantidos em sigilo.

3— Eu NAO autorizo a divulgagdo dos resultados em publicagies cientificas.

ASSINATURA:-
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ANEXO C - Ficha Clinica

FICHA CLINICA DE PACIENTE ENCAMINHADO PARA CGH ARRAY

Numero:
Faixa etaria do Paciente: [ ]
Sexo: JMazeuling ( )Feminino
Etnia:
Estatura:
Motivo do Encaminhamento:
Resultado Caridtipo { MWNormal ( JAlterado.Qual:
Resultado CGHarray { MNormal { )Alterado.Qual:
Presenca conhecida de cutros casos na familia - ( )Sim { MNao
Ataxia ( )Presente { JAusente

Atrazo no Desenvolvimento Neuropsicomotor (abaio de 5 anos)

( \Presente ([ JAusente

Autismo | )Presente { JAusente

Dificuldade de Aprendizade { )3im { Ndo

Deficiéneia Intelectual { JLeve { IModerada { )Severa
Dificuldade Motora ( Presente { )Ausente

Convulsdes ( )Presente { )Ausente

Freqigncia: { )Uma unicavez( )

Gravidade:




Dismorfias
Face { )Ausents { )Presente
( )Sutil { Marcante
Cabega { )Auszente ( )Presents

{ )Microcefalia { MMacrocefalia

Membros( )Auvszente ( )Presente

Qual:

Mans { JAusente [ )Presente
{ JPolidactilia
{ )Braguidactilia
{ )Sindactilia
( )Outro
Pés ([ JAusente | )Presente
{ JPolidactilia
{ )Braguidactilia
{ )Sindactilia
( )Outro
Cabele  ( )Ausente( )Presemte
Oual:

Pele ( )Ausente{ )Presente
Qual:

Outras Observagtes Importantes:

10utro
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