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Resumo

As microdelecbes e as microduplicacbes tém geralmente 1 a 2 Mb de tamanho e
estdo normalmente relacionadas, associadas a sindromes genéticos. Estes sindromes estéo
frequentemente associados a défice intelectual, atrasos no desenvolvimento, mdultiplas
anomalias congénitas, perturbacfes do espetro autista, entre diversos achados fenotipicos.
A técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA, MRC-Holland,
Netherlands) é um método eficaz de rastreio de microdele¢cdes/microduplicacoes.
Recentemente ficou comercialmente disponivel um novo painel de MLPA, com sondas para
regibes que foram nos dlitimos anos  associadas a  sindromes de
microdelec&o/microduplicacdo, o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion
Syndromes-2 (painel P297).

Neste estudo foram analisadas com o painel P297 99 amostras, das quais 96 eram
de pacientes que ja tinham efectuado cariétipo e sido rastreados pelo painel SALSA® MLPA®
Probemix P245 (painel P245) e cujos resultados foram normais, permanecendo assim sem
diagndstico. Destas 96 amostras sem diagnéstico, 89 apresentaram um namero de cépias
normais para as regides estudadas e sete amostras apresentaram alteragdes no niumero de
cépias. Trés amostras analisadas eram de pacientes ja com diagnostico efectuado, com o
objectivo de o confirmar e/ou complementar. Dois casos (1 e 2) apresentaram uma alteragéo
na banda 1g21.1 (duplicagdo e delecdo, respetivamente); os Casos 3, 4 e 5 apresentaram
uma alteragcdo na banda 3qg29 (deleg&o, duplicacdo e dele¢éo, respetivamente); os Casos 6,
7, 8 e 9 apresentaram uma alteragdo na banda 15q13.3 (delecdo em todos) e o Caso 10
apresentou uma alteracdo na banda 18g21.2. Para cinco casos (2, 3, 4, 6 e 7) foi possivel
estudar a origem da alteragcdo, sendo que em quatro casos sao herdados e num caso é de

novo.

Com este trabalho foi possivel demonstrar a importancia do uso conjunto do painel P245
e do painel P297 para um rastreio mais completo dos sindromes de
microdelecao/microduplicacdo nos doentes estudados, apresentando-se como um recurso
atii e econémico a disponibilizar no laboratério de Citogenética do Centro de Genética
Médica Doutor Jacinto Magalhdes — Centro Hospitalar do Porto, EPE.

Palavras chave: Microdele¢cbes; MicroduplicagBes; Sindrome; Citogenética molecular;
MLPA; P297.
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Abstract

Chromosomal microdeletions and microduplications are typically 1 to 2 Mb long and
are usually associated with genetic syndromes. They have been proven to cause
multisystemic pathologies frequently associated with intellectual disability, developmental
delay, multiple congenital anomalies, autistic spectrum disorders and diverse phenotypic
findings. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA, MRC-Holland, The
Netherlands) is a good screening method for chromosomal microdeletions and
microduplications. A new MLPA microdeletion panel for laboratory use, aiming to test
patients for several new microdeletion syndromes, SALSA® MLPA® probemix P297

Microdeletion syndromes-2 (P297), is recently commertialy available.

In this study 99 samples were tested using the P297 panel, 96 of these samples had
been previously analysed both for chromosomal studies and SALSA® MLPA® Probemix P245
(P245) and all their respective results were normal. From these 96 samples, 89 were normal
and seven revealed a copy number alteration. Three of the analyzed samples, that were
already diagnosed, were performed to confirm and/or complement the diagnosis. Two cases
(1 and 2) showed an alteration in copy humber in the band 1g21.1 (duplication and deletion,
respectively); Cases 3, 4 and 5 showed an alteration in copy number in band 3929 (deletion,
duplication and deletion, respectively); Cases 6, 7, 8 and 9 showed an alteration in copy
number in band 15q13.3; Case 10 showed an alteration in copy number in band 18g21.2.
For five cases (2, 3, 4, 6 and 7) it was possible to study the origin of the alteration; four cases

have been inherited and one case was de novo.

With this work we demonstrate the importance of the combined use of MLPA panels
P245 and P297 for more complete investigation of microdeletion/microduplication syndrome
associated regions, which is a very useful and economical resource to be available in the
Cytogenetics Unit of the Centro de Genética Médica Doutor Jacinto Magalhdes — Centro
Hospitalar do Porto, EPE.

Key words: Microdeletions; Microduplications; Syndrome; Molecular Cytogenetics; MLPA;
P297.
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Capitulol — Introdugédo Tebrica

1. Introducéao

1.1. Cromossoma: morfologia, estrutura e funcéo

Os cromossomas tém uma aparéncia linear, quando em metafase, sendo
constituidos por dois bracos continuos ao centromero, sendo que o bragco mais pequeno é
designado p e o maior por g. Estes podem ser metacéntricos (0 centrémero localiza-se no
meio e o0s dois bracos tem praticamente o0 mesmo tamanho), submetacéntricos (0
centromero localiza-se aproximadamente, um pouco deslocado da regido mediana e um dos

bracos € um pouco maior que 0 outro) ou acrocéntricos (quase nao existe braco curto).

A espécie humana apresenta 46 cromossomas que se organizam em 23 pares, 22
pares de autossomas (cromossomas 1 a 22) e um par de cromossomas sexuais ou
heterocromossomas (X e Y). Nos autossomas cada homélogo tem igual morfologia em
ambos 0s sexos; ja a constituigdo cromossomica sexual difere, a mulher tem um par de
cromossomas X e o homem tem um cromossoma X e um Y. Um cromossoma de cada par
tem normalmente, origem materna e outro de origem paterna. O conjunto Unico de
homodlogos (um cromossoma de cada autossoma e 0 cromossoma sexual) € o conjunto
haploide. O numero haploide (n) é 23 e esta constituicdo apenas existe nos gametas (oo6cito
e espermatozoide) (Gardner et al., 2011). Em condi¢gBes normais, todas as outras células do
corpo, células sométicas, tém um conjunto duplo, constituicdo diploide (2n) com 46

cromossomas.

Antes da evolucdo das técnicas de bandagem, os cromossomas eram corados e
ordenados em 7 grupos (A-G) baseados no seu tamanho (do maior para 0 mais pequeno),
na razdo entre o tamanho dos bragos e na localizacdo do centromero (Shaffer et al., 2013).

Os grupos organizam-se como:

e Grupo A (1-3): grandes e metacéntricos;

e Grupo B (4-5): grandes e sub-metacéntricos;

e Grupo C (6-12 e X): médios e metacéntricos/ sub-metacéntricos;

e Grupo D (13-15): médios, acrocéntricos e com satélites;

e Grupo E (16-18): relativamente pequenos e metacéntricos/ submetacéntricos;
o Grupo F (19-20): peguenos e metacéntricos;

e Grupo G (21-22, Y): pequenos, acrocéntricos e com satélites (Y ndo tem

satélites).
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Atualmente, com o desenvolvimento de técnicas de bandagem, os cromossomas sao
distinguidos com base no seu tamanho, posi¢do do centromero e padrdo de bandas. Os
cromossomas apresentam uma série continua de bandas escuras e claras. Banda é definida
como a parte do cromossoma que € claramente distinguivel dos seus segmentos adjacentes
por aparecer mais clara ou escura, com uma ou mais técnica de bandas e reflectem, de
forma geral, a organizacdo funcional do genoma que regula a replicacdo, reparacao,
transcricdo e recombinagdo genética do DNA (Shaffer et al., 2013). Dependendo da técnica
usada, as bandas aparentemente escuras numa técnica podem ser claras usando outros
métodos de bandagem. As bandas G positivas (bandas G escuras, bandas R claras) sédo
ricas em Adenina e Timina e pobres em genes, engquanto que as bandas G negativas
(bandas G claras, bandas R escuras) sao ricas em Guanina e Citosina e em genes (Shaffer
et al., 2013).

As bandas e regides cromossémicas sao numeradas a partir do centromero para as
extremidades. A base molecular das técnicas de bandas envolve a composicdo das bases

nucleotidicas, proteinas associadas e organizacao funcional do genoma.

Os dois componentes quimicos da cromatina sdo DNA e proteinas. As proteinas
mantém a integridade dos cromossomas e dividem-se em histonas e n&o histonas. As
histonas sdo proteinas associadas ao DNA e fortemente conservadas. A cromatina existe
em diferentes estados de condensacédo: eucromatina e heterocromatina. A eucromatina &
menos condensada e contém normalmente o DNA codificante (genes), enquanto que a
heterocromatina é mais condensada e compreende o DNA nao codificante (Gardner et al.,
2011). As estruturas terminais dos cromossomas sao os telébmeros, que sdo sequéncias de
DNA com muitas repeticbes da sequéncia gendmica TTAGGG, que previnem a fusdo com a
cromatina de outros cromossomas (Gardner et al., 2011). O centrdbmero é uma regiao
importante nas divisdes celulares, sendo o local pelo qual o cromossoma se liga ao fuso
acromatico permitindo a migracdo das cromatides para os polos opostos da célula em

divisdo e responséavel pela ligagdo entre cromossomas homdélogos na meiose.
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1.2. Alterag6es cromossomicas

As alteracdes cromossOmicas sdo alteracdes dos cromossomas a nivel numérico
e/ou estrutural. Podem ser herdadas dos pais ou ocorrerem pela primeira vez no individuo,
denominando-se de novo. Estas alteragbes ocorrem quando ha um erro nas divisdes
celulares (meiose ou mitose). Quando um odcito ou espermatozéide com uma alteracéos se
funde com um gameta normal durante a concecdo, da origem a um embrido com uma
alteracdo cromossémica presente desde a concecdo e que envolve todas as linhas
celulares. No entanto, estas alteracbes podem ocorrer depois da concec¢édo devido a uma
divisdo mitética incorreta no zigoto, dando origem a uma linha celular com uma componente
cromossomica diferente, resultando num mosaico (Gardner et al., 2011). Quando ha um
desequilibrio no material genético ocorrem alteragbes no padrdo normal de
desenvolvimento, que podem levar a um abortamento espontaneo, ou, caso isto nao
aconteca e o feto sobreviva, a um vasto leque de alterag6es fenotipicas com varios graus de

gravidade, tanto a nivel mental como fisico.

1.2.1. Alteragdes cromossOmicas numéricas

Nas alteragbes numéricas ocorre uma variacdo no numero normal de cromossomas.
Podem ter diferentes consequéncias, dependendo se €é um autossoma ou um
heterocromossoma, do cromossoma envolvido e se ha diminuicdo ou aumento no namero.

As alteragBes numéricas podem ser de dois tipos: aneuploidias e euploidias.

Uma aneuploidia consiste na perda ou ganho de um ou mais cromossomas, nao
incluindo um conjunto completo de cromossomas, sendo as alteragfes citogenéticas mais
comuns (Regateiro, 2007). Exemplos de aneuploidias sdo as trissomias (2n+1l) e as
monossomias (2n-1). Nas trissomias temos como exemplo mais comum a trissomia 21 ou
sindrome de Down (Figura 1), as monossomias sdo consideradas letais, exceptuando os
casos de monossomia X ou sindrome de Turner e os casos de algumas monossomias em

mosaico (Schinzel, 2001; Teixeira e Carreira, 2005)

Uma euploidia baseia-se na alteracdo no nimero de um conjunto completo haploide
de cromossomas, sendo de referir como exemplos as poliploidias (3n;4n...). Geralmente,

zigotos portadores de uma euploidia ndo sobrevivem, sendo abortados espontaneamente.
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Figura 1 — Cariograma com uma alteracdo cromossdémica numeérica, neste caso estando
presente uma trissomia 21, onde estdo presentes trés copias do cromossoma 21 (47,XY,+21)
(imagem cedida pelo laboratério de Citogenética do CGMJIM-CHP).

1.2.2. Alteragdes cromossOmicas estruturais

As alteracdes estruturais resultam de pelo menos uma quebra num dos bracos do

cromossoma e podem modificar a expressao de genes no segmento cromossomico

alterado, resultando em consequéncias para o individuo. Existem varias alteracdes

estruturais, como delec¢@es, duplicacdes, inversées, cromossomas em anel, translocacgbes e

isocromossomas. Estas alteracdes, ao contrario das alteracdes numéricas que sdo sempre

desequilibradas, podem ser equilibradas ou desequilibradas (Keagle, 2006). Nos rearranjos

estruturais equilibrados toda a informacao genética estd normalmente presente, apenas se

organiza de forma diferente no conjunto de cromossomas (por exemplo nas translocacfes e

nas inversdes). Ja os rearranjos estruturais desequilibrados estdo geralmente associados a

presenca de mais ou menos informacdo genética (por exemplo delecdes, duplicacdes,

isocromossomas e cromossomas em anel).
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1.2.2.1. Delecbes

As delecbes sao alteragcdes em que parte do cromossoma é perdida, podendo
ocorrer depois de uma quebra numa das extremidades do cromossoma, denominando-se
terminal (Figura 2a), ou depois de duas quebras no interior do cromossoma, denominando-
se intersticial (Figura 2b) (Regateiro, 2007). As consequéncias fenotipicas podem variar
consoante tamanho do segmento perdido e do nimero e fungéo das sequéncias envolvidas
na perda (Teixeira e Carreira, 2005). Deleg¢des inferiores a 3 Mb de tamanho s&o
denominadas microdelecdes.

a) b)

R A~

Dele¢ao terminal Deleg¢do intersticial

Figura 2 — Imagem ilustrativa de uma delecéo terminal e intersticial. a) A dele¢é&o terminal
ocorre numa das extremidades e resulta de um ponto de quebra; b) uma delecéo intersticial
resulta de duas quebras no interior do cromossoma [adaptado de (Regateiro, 2007)].

1.2.2.2. Duplicacbes

As duplicacdes (Figura 3) sao alteracdes em que parte do cromossoma € duplicada,
resultando em material genético extra. Estas podem ser diretas ou invertidas, consoante a
orientacdo da regido duplicada. Tal como nas dele¢des, as consequéncias fenotipicas
dependem da extensdo do material ganho, sendo geralmente menos graves que nas
dele¢bes (Regateiro, 2007). Consideram-se microduplicagbes quando o tamanho do

fragmento duplicado é inferior a 3 Mb.
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Duplicacao

Figura 3 - Imagem ilustrativa de uma duplicacéo. A regido cromossomica envolvida na duplicacao
vai estar presente num namero de copias extra [adaptado de (Regateiro, 2007)].

1.2.2.3. Inversdes

As inversdes sdo alteracfes cromossémicas resultantes da interrupcao génica do
cromossoma por duas quebras, seguida da reintroducdo nesse cromossoma, do segmento
gue se encontra entre elas, com rotagdo de 180°. Designam-se por paracéntricas (Figura
4a), se envolverem um Unico bragco do cromossoma e ndo envolverem o centrobmero, ou
pericéntricas (Figura 4b), se envolverem os dois bracos do cromossoma e,

consequentemente, o centrdmero, sendo estas Ultimas mais frequentes (Regateiro, 2007).

a) b)

AN

AN

Inversao paracéntrica Inversao pericéntrica

Figura 4 — Imagem ilustrativa de uma inversdo paracéntrica e pericéntrica. a) Na inversao
paracéntrica o centrémero ndo esta envolvido no rearranjo; b) na inversdo pericéntrica o
centromero esta envolvido no rearranjo [adaptado de (Regateiro, 2007)].
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1.2.2.4. Cromossomaem anel

O cromossoma em anel (Figura 5) forma-se depois de duas quebras que ocorrem
nas extremidades do cromossoma e consequente fusado das extremidades, formando assim
um anel e havendo perda de material genético. Sdo acontecimentos raros, estando

normalmente associados a altera¢des no fenétipo (Teixeira e Carreira, 2005).

— @

Cromossoma em anel

Figura 5 — Imagem ilustrativa de um cromossoma em anel. Este tipo de alteracéo surge depois
de quebras nas extremidades do cromossoma e posterior fusdo destas, formando um anel
[adaptado de (Regateiro, 2007)].

1.2.2.5. Translocacbes

Nas transloca¢des uma parte do cromossoma é transferida para outro cromossoma.
O cromossoma com este rearranjo € um derivativo, sendo classificado de acordo com o
centrébmero. As translocagBes podem ser reciprocas ou ndo reciprocas e robertsonianas.
Numa translocacéo reciproca (Figura 6a) ha uma troca de por¢des entre cromossomas nao
homdlogos, ndo havendo alteracdo no numero total de cromossomas e podendo esta
ocorrer em qualquer cromossoma, ja uma translocagéo reciproca ocorre entre cromossomas
homdlogos. Normalmente, translocacdes reciprocas ndo apresentam alteracdes fenotipicas
no individuo portador, mas os portadores podem originar gametas com um desequilibrio no
conteudo cromossémico, causando alteragBes fenotipicas nos descendentes (Regateiro,
2007).

Numa translocacdo robertsoniana (Figura 6b) ha uma quebra no centrobmero ou
proximo deste seguido de uma fusé@o dos bracos longos dos dois cromossomas no local da
guebra, ocorrendo s6 entre cromossomas acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22). Tal como

numa translocacao reciproca, o portador apresenta-se fenotipicamente normal, havendo o
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risco de producdo de gametas desequilibrados. No caso de translocacdo robertsoniana
entre cromossomas acrocéntricos homalogos (por exemplo 21;21), todos os gametas vao ter
uma composi¢do cromossomica anormal (Regateiro, 2007).

A7

Translocagio reciproca

Translocagio robertsoniana

Figura 6 — Imagem ilustrativa de uma translocacdo reciproca e de uma translocagéo
robertsoniana. a) Na translocacdo reciproca a troca reciproca de segmentos entre dois
cromossomas ndo homdélogos; b) na translocagdo robertsoniana h4 uma quebra perto ou no
centrémero e subsequente fusdo dos bracos longos no local de quebra [adaptado de (Regateiro,
2007)].

1.2.2.6. Isocromossoma

Os isocromossomas (Figura 7) possuem a delecdo de um braco e duplicagdo do
outro, tendo os dois bragos uma constituicdo igual. A alteracdo surge devido a divisdo
transversal do centromero separando o braco longo para um lado e o brago curto para outro
(Regateiro, 2007). Os isocromossomas geralmente ndo sdo compativeis com a vida devido
a extensa delecdo de material genético, exceptuando o isocromossoma do cromossoma X
(Regateiro, 2007).
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Figura 7 — Imagem ilustrativa de um isocromossoma. Num isocromossoma o material dos dois
bracos tem igual constituicdo a partir do centrémero [adaptado de (Regateiro, 2007)].
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1.3. Microdelecdes e Microduplicacdes

As microdelecbes e microduplicacdes cromossomicas sdo delec¢des/duplicacbes
submicroscopicas, que envolvem geralmente entre 1 a 2 Mb de DNA. Algumas destas
microdelec¢des/microduplicacbes estdo ja associadas a variados sindromes genéticos,
alguns com fenoétipos estabelecidos, que sd&o denominados sindromes de
microdelecao/microduplicac@o. Estes sindromes estdo frequentemente associados a défice
intelectual, atrasos no desenvolvimento, multiplas anomalias congénitas, perturbacbes do
espetro autista e diversos achados fenotipicos (Vissers et al., 2003; Lupski e Stankiewicz,
2005; Shuib et al., 2006; Mefford et al., 2007; Klopocki et al., 2008; Nevado et al., 2014;
Watson et al., 2014).

Os sindromes de microdele¢cdo surgiram com a associacdo de determinados
fendtipos sindromicos com atraso mental a determinada microdelecdo ou microduplicacao
(de Vries et al., 2005; Willat et al., 2005), entre elas a sindrome DiGeorge/Velocardiofacial
(delecdo na regido 22qll), sindrome de Prader-Willi (delecdo da regido 15q11-q13 de
origem paterna), sindrome de Angelman (delecdo da regiao 15q11-g13 de origem materna),
sindrome de Smith-Magenis (delecdo da regido 17p1l) ou sindrome de Williams-Beuren
(delecéo da regido 7qll), apresentando-se estes como os mais comuns (Willat et al., 2005;
Shuib et al., 2006; Watson et al., 2014).

As microdelec¢des/microduplicacdes incluem-se numa fragdo das Copy Number
Variants (CNV) (Watson et al., 2014), que tém ha muito sido associadas com disturbios
gendémicos. As CNV sao uma classe dos rearranjos genémicos, definidas como delecbes e
duplicacdes de segmentos de DNA, que tém menos de 1 kb de tamanho até milhdes de
pares de base, estando assim presentes num numero variavel de copias quando
comparados com 0 genoma representativo da populacdo (Emanuel e Shaikh, 2001; Redon
et al., 2006; Rodriguez-Revenga et al., 2007; Stranger et al., 2007; Watson et al., 2014).
Estas CNV sdo usualmente flanqueadas por sequéncias low-copy repeats (LCR), que
tornam as regibes entre estas sequéncias susceptiveis a rearranjos (Shaw e Lupski, 2004;
Lupski e Stankiewicz, 2005; Sharp et al., 2005; Redon et al., 2006; Lupski, 2007; Rodriguez-
Revenga et al., 2007; Kumar, 2008).

Um dos mecanismos que leva a formacao de CNV é a recombina¢cdo homdloga néo-
alélica (non-allelic homologous recombination — NAHR) (Figura 8), que resulta de crossing
over desequilibrado entre LCR (Emanuel e Shaikh, 2001; Korf, 2002; Stankiewicz et al.,
2003; Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee e Lupski, 2006; Reymond et al., 2007; Gu et al.,
2008; Klopocki et al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011; Watson et al., 2014). Foram

10
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implicados outros mecanismos como causa de diversos rearranjos gendémicos (Emanuel e
Shaikh, 2001; Gu et al., 2008; Weise et al, 2012; Watson et al.,, 2014), mas as
microdelecdes/microduplicacdes foram demonstradas surgir principalmente através de
NAHR (Korf, 2002; Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee et al., 2007; Lupski, 2007; Klopocki et
al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011).

Os niveis de expressdo génica podem ser afectados, como consequéncia de uma
CNV, por diferentes mecanismos como altera¢cdes na dosagem génica, interrupgao génica,
efeitos de posicéo, entre outros (Lupski e Stankiewicz, 2005; Redon et al., 2006; Stranger et
al., 2007; Kumar, 2008). A maioria das microdelecdes causam haploinsuficiéncia do gene ou
dos genes envolvidos sendo que a coOpia do gene intacta ndo consegue produzir uma
guantidade de proteina para assegurar a funcdo normal, o que resulta em doencas
genomicas (Freeman et al.,2006; Theisen e Shaffer, 2010; Nevado et al., 2014).

A mesma microdelecdo ou microduplicacdo pode apresentar uma variabilidade de
expressao e de penetrancia (Redon et al., 2006; Nevado et al., 2014; Shawky, 2014), isto
deve-se nao s6 a quantidade de material genético perdido ou ganho, respetivamente (Shuib
et al., 2006; Rodriguez-Revenga et al., 2007; Boggula et al., 2014), mas também a fatores
epigenéticos, entre outros fatores (Shawky, 2014). Contudo, as microduplicacdes parecem
apresentar uma expressao fenotipica mais variavel e uma penetrancia incompleta, bem
como originar fendtipos clinicos menos severos quando comparadas com as microdelecdes,
0 que leva ha existéncia de mais sindromes de microdele¢do conhecidos do que sindromes

microduplicagfes (Rodriguez-Revenga et al., 2007; Weise et al., 2012).

NAHR

Figura 8 — Representacdo esquemdtica do mecanismo recombinagdo homdloga néo-
alélica (NAHR), indicado como um dos principais mecanismos de formacdo de
microdele¢des/microduplicacdes. As linhas representam as duas cadeias do DNA e os
rectangulos representam low copy repeats (LCR). Estes LCR alinham-se de forma ndo-alélica e a
subsequente recombinacao leva a uma delecdo ou duplicacédo [adaptado de (Gu et al., 2008)].

11
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1.4. Citogenética convencional

A citogenética é o ramo da Biologia que se dedica ao estudo do material genético a
nivel celular. Esta pode analisar quer as consequéncias de uma meiose an6mala que
produz gametas com composicao cromossémica anormal em ndmero ou estrutura, o que
causa as alteracBes pré-zigoticas (Gardner et al., 2011); quer alteragdes mitéticas que
originam alteracdes pos-zigoticas (mosaicos).

Em 1882 foram registadas imagens dos cromossomas humanos em mitoses de
células tumorais por Walter Flemming (Regateiro, 2007), tendo em 1888 surgido o termo
“cromossomas” (grego chromos que significa cor e soma que significa corpo), atribuido por
Waldeyer, depois do desenvolvimento de técnicas que permitiam corar 0s cromossomas
(Ponnuraj, 2011). A descricdo do numero correto de cromossomas do Homem foi feita em
1956, por Tijo e Levan (Ponnuraj, 2011) e trés anos mais tarde, Lejeune e 0S seus
colaboradores fizeram a primeira associacdo entre patologia e cromossomas, com a
observacdo de um cromossoma 21 extra em pacientes com Sindrome de Down, condi¢éo ja

descrita em 1866 por John Langdon Down (Regateiro, 2007).

Como j& referido, a distingdo dos cromossomas comecgou por ser feita em
cromossomas corados que se ordenavam em 7 grupos (de A a G) (Shaffer et al., 2013), mas
a evolucdo das técnicas de bandagem permitiu uma melhor identificacdo de alteracdes
cromossomicas, como delecdes, duplicacdes e inversbes. Estes avangos técnicos foram
importantes na evolugéo da capacidade de diagndstico da citogenética clinica e na evolugéo
da nomenclatura cromossOmica. A representacdo esquematica do padrdo de bandas é o
ideograma. A organiza¢do dos cromossomas com o par correspondente € designada como
cariograma (Figura 9) (Gardner et al., 2011). O termo cariétipo € usado para designar a

constituicdo cromossomica (46, XX ou 46, XY no caso normal).

O cariétipo é a analise de citogenética convencional e baseia-se na observacédo ao
microscopio de células em metafase, para detecdo de alteracbes numéricas e estruturais
através da contagem de cromossomas e observacdo das bandas (Figura 9),
respetivamente. Esta técnica permite detetar alteracfes estruturais com um tamanho
minimo de 5 Mb, podendo a resolucdao das bandas depender de varios outros fatores. Em
1976 foi introduzida a alta resolucdo por Yunis (Regateiro, 2007), possibilitando o estudo de
rearranjos cromossémicos mais subtis (Theisen e Shaffer, 2010). Isto foi possivel através da
sincronizacdo de ciclos celulares de células em cultura, conseguindo assim cromossomas
com uma resolucdo de aproximadamente 800 bandas (Shaffer et al.,, 2013). Com as

técnicas de citogenética molecular foi possivel ultrapassar a barreira da resolucdo das

12
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técnicas de citogenética convencional (Korf, 2002; Rodriguez-Revenga et al., 2007,
Pohovski et al., 2013; Boggula et al., 2014).
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Figura 9 —a) Metafase de células de sangue periférico humano com bandas G, observada ao
microscopio. b) Cariograma com bandas G de uma amostra de sangue periférico de um
individuo normal do sexo masculino, com o cari6tipo 46,XY (imagens cedidas pelo laboratério de
Citogenética do CGMJM-CHP).
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1.5. Citogenética molecular

A citogenética molecular iniciou-se nos anos 80 com o desenvolvimento da técnica
Fluorescent in situ Hybridization (FISH) (Regateiro, 2007), que consiste na hibridacdo com
sondas marcadas com fluorocromos para observacdo de regides cromossémicas
especificas com recurso ao microscopio de fluorescéncia. Nesta técnica pode ser usada
uma sonda ou uma combinacdo de diversas sondas, marcadas por fluorocromos diferentes
(Regateiro, 2007).

Ao longo dos anos houve o desenvolvimento de novas técnicas e atualmente existem
outras técnicas de citogenética molecular, entre elas o array Comparative Genomic
Hybridization (aCGH), a Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), que,
apesar de ser uma técnica de biologia molecular, € muito utilizada em laboratérios de
citogenética, entre outrasvtécnicas. Estas duas técnicas permitem uma avaliagdo mais
precisa das variagdes no numero de copias em diferentes regides, tornando-se uma boa
escolha nas andlises de rotina de regiées subteloméricas e microdele¢cdes (Pohovski et al.,

2013).

Estas técnicas permitiram um aumento da detecdo de alterac6es submicroscopicas
(de Vries et al., 2005; Theisen e Shaffer, 2010; Jehee et al., 2011; Boggula et al., 2014), que
por técnicas de citogenética convencional ndo seriam detetadas. O avanco da citogenética
molecular foi uma mais-valia para os testes laboratoriais, avaliacdo clinica, diagnéstico e

prognostico dos doentes.
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1.6. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification

A técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) foi descrita
pela primeira vez por Schouten e colaboradores em 2002 (Schouten et al., 2002).
Atualmente, ja se encontram comercialmente disponiveis mais de 300 painéis para
diferentes aplicacdes, disponibilizados pela MRC-Holland (Theophilus e Rapley, 2011,
Stuppia et al., 2012). O MLPA é um método baseado na reacdo em cadeia da polimerase
(Polymerase Chain Reaction — PCR) multiplex que utiliza cerca de 50 sondas, cada uma
especifica para uma sequéncia, o que permite detetar alteragcdes no nimero de cépias de
varias sequéncias de DNA ou RNA humano numa sé reagdo (Schouten et al., 2002;
Jankowski et al., 2008; Coffa e van den Berg, 2011; Gardner et al., 2011; Stuppia et al.,
2012; Khouzani et al., 2014). Esta técnica pode ser resumida e dividida em seis passos
(Figura 10):

1. Desnaturacdo do DNA;

2. Hibridacdo das sondas com o DNA;

3. Ligagao das sondas hibridadas;
Amplificagdo PCR das sondas ligadas;
Separacao por eletroforese capilar;

S

Analise e interpretacao dos resultados.

No MLPA, o DNA previamente desnaturado hibrida com o conjunto de sondas. Cada
sonda consiste em duas hemisondas de oligonucledtidos (5 e 3’ hemisondas) separadas
por uma Unica base, que séo constituidas por uma sequéncia especifica para o DNA alvo ou
sequéncia de hibridagcédo, uma sequéncia terminal universal onde se vai ligar o primer, e uma
ou ambas as sondas possuem uma sequéncia stuffer (Sellner e Taylor, 2004; Jankowski et
al., 2008). Esta sequéncia stuffer apresenta um tamanho variavel permitindo a obtencao de
fragmentos de diferentes tamanhos no final da reagc&do, normalmente entre 130 a 500 pares
de base (bp), necessarios para permitir a separacao eletroforética. Se cada hemisonda
hibridar adjacentemente com o DNA alvo, vao depois ser ligadas pela enzima Ligase-65,
formando assim um fragmento. No MLPA n&o é o DNA que é amplificado e quantificado,
mas sim as sondas adicionadas, que s6 sdo amplificadas se as duas hemisondas estiverem
ligadas, formando um fragmento, ou seja, se a sequéncia alvo estiver presente. O facto de
ser necessaria a ligacdo das duas hemisondas em locais adjacentes para que o fragmento
seja amplificado torna a técnica mais especifica (Schouten et al., 2002; Sellner e Taylor,

2004; Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia et al., 2012). Assim, o fragmento pode entdo ser
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amplificado por PCR usando primers, em que um dos primers estd marcado com
fluorescéncia, permitindo a visualizagdo dos fragmentos durante a separacao eletroforética.
Como todos os fragmentos tém sequéncias terminais iguais (sequéncia terminal universal) é
possivel uma amplificacdo simultdnea com apenas um par de primers (Schouten et al.,
2002). O uso de apenas um par de primers torna a reacédo de amplificacdo bastante robusta
(Hills et al., 2010) e elimina os problemas com a desigual eficiéncia de amplificagdo causada
pelos multiplos pares de primers (Theophilus e Rapley, 2011).

Os produtos resultantes da reacdo de amplificacdo vao ser posteriormente
separados, por tamanho, através da eletroforese capilar. Esta separacao € realizada num
sequenciador genético que vai dar origem a um eletroferograma especifico. O
eletroferograma obtido consiste num padréo de picos no qual o tamanho ou area dos picos
derivam da medig&o da fluorescéncia dos fragmentos resultantes da PCR (Stuppia et al.,
2012). Os dados obtidos sado posteriormente “normalizados” pela normalizacdo intra-
amostra, que estabelece a comparacao entre o sinal relativo de cada sonda na amostra e o
sinal relativo das sondas de referéncia; e pela normalizacdo inter-amostra que compara 0s
sinais relativos de cada sonda na amostra com os sinais relativos de cada sonda nas
amostras controlo (Schouten et al., 2002; Sellner e Taylor, 2004; Coffa e van den Berg,
2011; Stuppia et al., 2012). Assim, a altura ou area relativa dos picos sera proporcional ao
namero de cépias das sequéncias alvo presentes nha amostra. Os controlos usados sao de
individuos normais, com descendéncia normal, onde se espera que exista 0 nimero de
cépias normal das sequéncias de DNA alvo que estédo a ser analisadas (Coffa e van den
Berg, 2011). Estas amostras controlo de individuos saudaveis sdo muito importantes para
originar resultados fiaveis, uma vez que pequenas diferencas entre diferentes experiéncias
podem alterar o padrao de picos (Theophilus e Rapley, 2011). Desta forma, é possivel

avaliar que regides apresentam o nimero de cépias alterado.

Os painéis de MLPA tém também presentes fragmentos que permitem o controlo
interno da qualidade da reacdo, dando-nos informacdo sobre a eficiéncia da reacéo e a
guantidade de DNA usado (Stuppia et al., 2012). O fragmento de referéncia de 92 bp forma
uma marca de referéncia para comparar com o0s outros fragmentos controlo. Os quatro
fragmentos Q (64, 70, 76 e 82 bp de tamanho) sdo fragmentos de controlo de quantidade
(Quantity Control-Fragments), sendo a altura dos picos inversamente proporcional a
guantidade de DNA. Os dois fragmentos D (Denaturation Control Fragments), de 88 e 96 bp
de tamanho, sdo compostos por sequéncias com “ilhas CpG”, sendo que estas ilhas sao
dificeis de desnaturar, o que vai indicar problemas na desnaturacdo da amostra de DNA

quando os respetivos picos estiverem diminuidos. Por fim, existem os fragmentos de 100 e
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105 bp, que corresponde a amplificacdo de regibes especificas nos cromossomas X e Y,

respetivamente.

1. Desnaturagéo do DNA e 2. Hibridagéo das sondas
5 Sequéncia X
Sequéncia Y 3 < do primer de
do primer de \— PCR
PCR «€— Sequéncia
\ stuffer
7

Sequéncia de
hibridagao

NS J
. 5 L :

3

3. Reagéo de ligagéo

X
X
5, Y ?
;/ Y
3 5
¥ 5

4. PCR com os primers universais XeY

Y X Y X

5 3 5 3’

5. Separagao dos fragementos por eletroforese capilar e 6. Analise dos

resultados

5.500
5000
4500

3500
3,000

| |
2810 - V“ |
o L,\.uu_m'i LA AL Il L JL

g

Figura 10 - Principais passos da reacdo de MLPA. Na primeira etapa, o DNA da amostra é
desnaturado (1) e é posteriormente adicionada a mistura de sondas. As sondas vao hibridar com
as sequéncias alvo (2), que vao depois ser ligadas pela enzima ligase-65 durante a reacdo de
ligacéo (3). De seguida ocorre a PCR com os primers universais (4), e apenas as sondas ligadas
serdo amplificadas. Por Ultimo os produtos de amplificacdo sdo separados por eletroforese capilar
(5) e os resultados analisados (6) (adaptado de Schouten et al., 2002).
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Na andlise dos resultados espera-se que o sinal da sonda esteja reduzido numa
propor¢cdo de aproximadamente 0,5 em relagdo ao controlo se houver uma delecéo
heterozig6tica da sequéncia alvo e um aumento de aproximadamente 1,5 na proporcao se
houver uma duplicacdo heterozig6tica. No caso de uma delecdo homozigética ou
hemizig6tica havera uma auséncia do pico especifico para a sequéncia alvo, quando
comparada com uma amplificacdo normal do controlo. Se estiverem presentes duas copias
da sequéncia alvo, sendo normal, espera-se uma intensidade do sinal relativo igual ao
controlo. Os indices das sondas abaixo de 0,75 e acima de 1,25 sdo indicadores

“estimados” de uma delec&o ou duplicacao, respetivamente.

Uma das principais aplicag6es do MLPA é a deteccdo de alteragbes do numero de
cOpias, existindo painéis para diversas regides e direcionados para diferentes patologias,
como os painéis para microdele¢bes (por exemplo, P245 e P297) e regides subteloméricas
(por exemplo, P036 e P070). Para além da quantificacdo do numero de cépias, o MLPA esta

também disponivel para outras aplicagdes:

o Genotipagem de mutacdes pontuais e SNPs;
e Detecao do estado de metilagdo (MS-MLPA);
¢ Quantificagao relativa de mRNA (RT-MLPA).

O MLPA apresenta algumas limitacdes, entre elas:

e Como as sondas usadas sao limitadas em tamanho podem ndo detetar rearranjos
mais complexos, que se encontrem total ou parcialmente fora da sequéncia alvo e
ndo serem assim suficientes para entender toda a causa subjacente da doenca
(Khouzani et al., 2014);

e N&o deteta alteracbes estruturais equilibradas, uma vez que se baseia na
comparacgéo de quantidade de DNA e os rearranjos equilibrados produzem alteragéo
nas sequéncias e nao no namero de copias (Hirschfeldova et al., 2011; Stuppia et al.,
2012);

e N&o é sensivel & presenca de mosaicismo, uma vez que a presenca de células
normais pode “disfarcar” a presenca de alteracbes (Stuppia et al., 2012);

e Maior sensibilidade a impurezas e a degradacdo do DNA que um PCR convencional
(Stuppia et al., 2012).
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Apesar das limitacdes, o MLPA provou ser uma técnica bem estabelecida para a

deteccdo de alteracdes no numero de cépias nos genes (Schouten et al., 2002; Hills et al.,

2010), apresentando diversas vantagens, nomeadamente:

Permite a analise simultanea e quantificacéo relativa de mais de 50 sequéncias em
vérias amostras de DNA numa so reacdo (Theophilus e Rapley, 2011; Khouzani et
al., 2014), o que a torna uma técnica bastante reprodutivel (Schouten et al., 2002);
Tem elevado rendimento (Sellner e Taylor, 2004; Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia
etal., 2012);

Apresenta resultados fiaveis (Jehee et al., 2011);

E facil e rapida de realizar, sendo o seu protocolo idéntico para diferentes aplicacées
(Theophilus e Rapley, 2011) e estando os resultados disponiveis em 24 horas (Hills
et al., 2010; Coffa e van den Berg, 2011; Gardner et al., 2011; Jehee et al., 2011;
Theophilus e Rapley, 2011; Stuppia et al., 2012; Pohovski et al., 2013; Khouzani et
al., 2014);

E sensivel, uma vez que é necessaria uma pequena quantidade de DNA (Schouten
et al., 2002; Khouzani et al., 2014);

E especifica e com um baixo custo quando comparada com outras técnicas, como a
FISH e 0 aCGH (Schouten et al., 2002; Ahn et al., 2007; Pohovski et al., 2013).

Desde que foi descrita em 2002 (Schouten et al., 2002) ja foi usada em diversos

estudos e é recomendada por varios autores como um método de rastreio citogenético

eficaz de diversas doencas (Ahn et al., 2007; Stuppia et al., 2012; Pohovski et al., 2013;
Khouzani et al., 2014).
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1.6.1. SALSA® MLPA® P245 Microdeletion syndromes-1 probemix

Existem diversos painéis de sondas de MLPA que se destinam a detecdo de
microdelecdes/microduplicacbes. Um dos painéis mais utilizados para a analise dos
sindromes de microdelecdo mais conhecidos € o P245, sendo o utilizado como método de
rastreio de rotina em doentes com suspeita de sindrome de microdelecdo no laboratério de
Citogenética do Centro de Genética Médica Doutor Jacinto de Magalhdes — Centro
Hospitalar do Porto, EPE (CGMJM-CHP).

O painel P245 foi desenvolvido para a deteccdo de varios sindromes de
microdelecdo em pacientes com atraso no desenvolvimento e/ou atraso mental de origem
desconhecida. Este painel contém 50 sondas para 23 regides cromossdmicas diferentes. A
sua versdo mais recente é a SALSA® MLPA® PROBEMIX P245-B1 Microdeletion
syndromes-1 e foi disponibilizada em 2014.

Os sindromes de microdelecdo que s&o possiveis rastrear com este painel séo:
sindrome de delecdo de 1p36; sindrome de microdelecdo de 2pl6.1; sindrome de
microdelecdo de 2g23; sindrome de microdelecdo de 2q33; sindrome de microdelecdo de
3929; sindrome de microdelecdo de 9g22.3; sindrome de dele¢do de 15g24; sindrome de
microdelecdo de 17qg21; sindrome de “Phelan-McDermid” (22913); sindrome de “Cri du
Chat” (5p15); sindrome “DiGeorge” (22g11); regido distal de 22q11; regido 2 de “DiGeorge”
(10p14); sindrome de “Langer-Giedion” (8q); sindrome de “Miller-Dieker” (17p); sindrome de
microdelecdo de NF1 (17q11.2); sindrome de “Prader-Willi / Angelman” (15q11.2); sindrome
de RETT, sindrome de duplicacio MECP2 (Xg28); sindrome de “Rubinstein-Taybi”
(16p13.3); sindrome de “Smith-Magenis” (17p11.2); sindrome de “Sotos” (6q35.3); sindrome
de “Williams” (7q11.23); sindrome de “Wolf-Hirschhorn” (4p16.3).
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1.6.2. SALSA® MLPA® P297 Microdeletion Syndromes-2 probemix

O painel P297 foi criado para o rastreio de microdelecbes/microduplicacbes em
diversos genes, em diferentes regies cromossomicas. Nos Ultimos anos foram descobertas
novas regides que estdo relacionadas com sindromes de microdelecdo e este painel pode
ser usado para a andlise de algumas dessas regides. A Ultima versdao do painel,
disponibilizada em 2016, é a SALSA® MLPA® PROBEMIX P297-C1 Microdeletion
Syndromes-2. As sondas presentes no painel P297 tém produtos de amplificacdo entre 115
e 492 bp e contém ainda nove fragmentos de controlo interno. As 51 sondas presentes tém
como alvo dez regides cromossdmicas. As regifes cromossomicas, 0S genes alvo e o

numero de sondas presente encontram-se descritos na Figura 11.

Cromossoma/Banda Gene zlvo N®sondas Cromossoma/Banda Gene alvo N’ sondas
PDE4DIP 1 KLF13 1
HFE2 1
1513 CHRNA7 2
1921.1 (TAR)
PEX11B 2
SCGS 2
CD160 1
15q24.1 PML 2
PRKAB2 1
HIRIP3 1
FMOS 1
DOC2A 1
BCL9 1
19211
ACPE 1 16p11.2 MAZ 1
GJAS 1 MAPK3 1
GJAg 1 MVP 1
PAK2 1
IL21R 2
3q28
16p12
DLG1 1
PALB2 3
7q36.1 CNTNAFP2 2
LHX1 1
ASUN 1
12p11.23 17q12 AATF 2
PPFIBP1 1
HNF1B 4
TJP1 2
1 1. TCF4
15q12 FAN1 2 8q21.2 ¢ z
TRPM1 2 20p12.2 PAK7 2

Figura 11 - Sondas presentes no painel P297 ordenadas de acordo com a localizagdo
cromossomica. Na figura esta descrita a banda cromossOmica onde se encontra a sequéncia
alvo, o gene alvo e o0 numero de sondas presentes [adaptado de:
https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormProductDetails.aspx?Tag=_tz2fAPIAupKyMjaDF-E-
t9bmuxglhe Lgqgfk8Hkjuss.&ProductOID=_MTs fFJ6fWI].
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Os sindromes de microdelecéo que séo rastreadas por este painel incluem: sindrome
de TAR (1g21.1); sindrome de microdelecdo 1g21.1; sindrome de microdele¢do 3g29;
sindrome de microdelecdo 15q13.3; sindrome de microdele¢éo 16p11.2-p12.2; sindrome de
microdelecdo 17q12; sindrome de Pitt-Hopkins.

Algumas das regides alvo do painel P245 estdo também presentes no painel P297 e
encontram-se representados na Tabela 1.

Tabela 1 - Regibes alvo comuns do painel P297 e do painel P245. Nesta tabela apresentam-se as
regides alvo, respetivos genes alvo dessas regifes e o niumero de sondas para cada gene, existente
em cada um dos painéis.

Regido alvo Gene alvo P297 (n° sondas) P245 (n° sondas)
DLG1 1 2
3929
PAK2 1 0
PML 2 0
1524 SEMAT7A 0 1
CYPIA 0 1
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1.6.2.1. Bandalq2l.1

Esta banda localiza-se no braco longo do cromossoma 1 e divide-se em duas
regides: a regido proximal 1921.1 (Figura 12), que contém 16 genes, estando as delecdes
nesta regido associadas ao sindrome de Trombocitopenia e Auséncia de Radio (TAR)
(OMIM #274000); e a regido distal 1g21.1 (Figura 13), que compreende cerca de 13 genes,
estando as dele¢cBes ou duplicagbes associadas aos sindromes de microdelecdo e
microduplicagédo 1g21.1 (OMIM #612474;, OMIM #612475). O painel P297 tem presentes 11
sondas para esta banda cromossdmica, sendo que cinco destas sondas rastreiam a regido
proximal associada ao sindrome de TAR. As restantes seis sondas estdo associadas aos
sindromes de microdelecdo e microduplicacdo 1g21.1 e os genes alvos localizam-se na
regido distal da banda 1g21.1.

A delecéo associada ao sindrome de TAR envolve normalmente 11 genes e uma
extensao variavel (Watson et al., 2014). No entanto, dele¢bes e duplicacbes nesta regido da
banda 1g21.1 j4 foram associadas a outros fenotipos que ndo o sindrome de TAR
(Rosenfeld et al., 2012). As sondas contidas no painel P297 para o sindrome de TAR tém
quatro genes alvo: PDE4DIP; HFE2; PEX11B e CD160 (Figura 12). Para o gene PEX11B

estdo presentes duas sondas.

Os sindromes de microdelecdo e microduplicacdo 1g21.1 compreendem,
normalmente, uma delecdo que se inicia a 500 kb distalmente do gene CD160 (Rosenfeld et
al., 2012), tendo a delecéo entre 1,35 e 1,65 Mb de tamanho (Mefford et al., 2008; Nevado
et al., 2014). O painel P297 contém sondas para seis genes diferentes envolvidos na
microdelecao/microduplicagdo: PRKAB2; FMOS5; BCL9; ACP6; GJAS e GJAS8 (Figura 13).
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Cromossoma 1

1 145.0Mb 145.2Mb 145.4Mb 145.6Mb |

o 0 0 1 = . T
BPF9 >RP4-791M13.4 > ALS50452.1 > < RP4-725K1.1 < RP11-458D21.6 < RP11-458D21.1ANKRD34A >< RP11-315120.3 @
L] 1 ) 1 I ] - -
<RP4-791M13.3  RNU2-3BP >RP11-326G21.1 > < NUDT4P1 NOTCHZNL > RNVUL-6 > < pomax«s: >
-— J— — " —
& PDE4DIPD SEC22B > RNUG-1071P NBPF10 > <RP11-315120.1 < NUDT17 PDZ
’ — = .
RP4-791M13.5 > RN7SKPSS > RP11-458D21.5 > TXNIP >  RBMSA > < POLR3C
AL138796.1 > UX1L > ITGAL0 >  RNF115 >
< GNRHR2
—_—
ANKRD3S >
145.0Mb 145.2Mb 145.4Mb 145.6Mb

Figura 12 — Representacdo esquematica da localizagdo cromossOmica da banda 1q21.1,
relativa a regido proximal associada ao sindrome de TAR, e indica¢gao dos genes alvo do painel
P297 para esta regido. O ideograma do cromossoma 1 (em cima), com a indicagdo do brago curto
(p) e bracgo longo (qg), onde est4 assinalada a banda 1g21.1. Os genes alvo das sondas neste painel
(em baixo) sdo quatro (adaptado de http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosomel.qgif e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Outubro 2017).

Cromossoma 1

147.1Mb 147.2Mb 147.3Mb 147.4Mb 147.5Mb 147.6Mb 147.7Mb 147.8Mb 147.5Mb 148.0Mb
211

< AC242425.1 | 12628.1 Al -3

IRN\IUl-B > @ CT8P1 (LINC00624— .RN?SLZGI :AC239801.1 ZK]P!
‘< AC241584.1 +73426.3 m {QQAZAZS.I > IDRJJZIP > IAC242528. .AC24 1644, 416442 > :C239803.3
m241531‘ ‘<Y7RNA :‘\(.24 1644.3 > ;\C239603.2 ]
I0R1322P > I< RNU1-129F
PDIASPL = I< RNVUI

'
AC242426.2 >
147.1Mb 147.2Mb 147.3Mb 147.4Mb 147.5Mb 147.6Mb 147.7Mb 147.8Mb 147.9Mb 148.0Mb

Figura 13 - Representacdo esquematica da localizacdo cromossémica da banda 1g21.1,
relativa & regido distal associada ao sindrome de microdele¢cdo/microduplicacdo 1g21.1, e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta regido. O ideograma do cromossoma 1 (em
cima), com a indicagao do brago curto (p) e brago longo (g), onde esta assinalada a banda 1g21.1. Os
genes alvo das sondas neste painel (em baixo) s8o seis (adaptado de
http://blog.kokocinski.net/media/blogs/a/chromosomel.gif e de https://www.ensembl.org/index.html,
acedido em Outubro 2017).
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1.6.2.2. Banda 3929

Para a banda 3929 estéo presentes duas sondas para dois genes diferentes: PAK2 e
DLG1 (Figura 14). Esta banda localiza-se na regido terminal do braco longo do cromossoma
3 (Figura 14) e esta associada aos sindromes de microdelecdo e microduplicacdo 3929
(OMIM #609425; OMIM #611936), que envolvem normalmente 22 genes e tem, geralmente,
um tamanho entre 1,5 a 1,6 Mb (Willat et al., 2005; Ballif et al., 2008; Weise et al., 2012;
Nevado et al., 2014; Mulle et al., 2016).

Cromossoma 3

196.4Mb 196.6Mb 196.8Mb 197.0Mb 197.2Mb

C 72522 > CO68; B
e o ' = C T "
0 - — C 1 T o= » ]
| —
222 > - ACO929333 > INUG-42P AC127304.2 = O
= Sh ~ = LINCO1063 ” N - L NCBP2-AS2 =
< AC092933.4 | B 9P

X < 34P r
< AC069257.6 L UBXNT-AS] = < RNUG-646F L NCBP2-A51 >
< TM4SF19-TCTEX1D2 = .
L TM45F19-A51 > < AC117490.2 < RPSAPGES
= RNUG-910P L MFI2-A51 =
Al t CTD-2002)20.1 >
N7SL738P >
196.4Mb 196.6Mb 196.8Mb 197.0Mb 197.2Mb

Figura 14 - Representacdo esquematica da localizagdo cromossémica da banda 3q29,
associada ao sindrome de microdele¢do/microduplicacdo 3q29, e indicagdo dos genes
alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 3 (em cima), com a
indicacdo do braco curto (p) e brago longo (q), onde esté assinalada a banda 3g29. Os genes
alvo das sondas neste painel (em baixo) sdao  dois (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN0O9/Chrom3ISCNQ09.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.3. Banda 7q36.1

A banda 7g36.1 contém um gene longo que se encontra localizado também na
banda 7g35, o gene CNTNAP2 (Figura 15), sendo esse o0 gene alvo das duas sondas
presentes no painel P297. Alteracbes nesta banda, localizada no braco longo do
cromossoma 7 (Figura 15), ndo estdo ainda associadas a um sindrome de
microdelecao/microduplicacdo, mas as alteracdes no numero de cépias deste gene foram ja
detetadas em individuos com esquizofrenia e autismo (Friedman et al., 2008; International
Schizophrenia Consortium, 2008).
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Figura 15 - Representacdo esquemaética da localizagdo cromossémica da banda 7g36.1 e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 7
(em cima), com a indicacdo do braco curto (p) e braco longo (q), onde esta assinalada a banda
7936.1. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) € um (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCNQO9/Chrom7ISCNQ9.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.4. Banda 12p11.23

Esta banda cromossomica localiza-se no braco curto do cromossoma 12 (Figura 16)
e tal como a banda 7036.1, ndo estd ainda associada a um sindrome de
microdelecao/microduplicacdo. As alteracbes do numero de copias em genes desta banda
estdo recorrentemente associados a fendtipos de esquizofrenia (International Schizophrenia
Consortium, 2008). O painel P297 contém duas sondas para dois genes alvo nesta regido:
ASUN e PPFIBP1 (Figura 16).
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Figura 16 - Representacdo esquematica da localizagdo cromossémica da banda 12p11.23 e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 12
(em cima), com a indicacdo do braco longo (q) e braco curto (p), onde esta assinalada a banda
12p11.23. Os genes alvos das sondas neste painel (em baixo) sdo dois (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN0O9/Chrom12ISCNQ09.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.5. Regido 15913

A regido 15q13 localiza-se no brago longo do cromossoma 15 (Figura 17) e o painel
P297 tem 11 sondas para genes localizados em diferentes bandas na regido 15q13. Para a
banda 15g13.1 tem duas sondas para o gene TJP1 (Figura 17); e para a banda 15q13.3 tem
nove sondas para os genes FAN1, TRPM1, KLF13, CHRNA7 e SCG5 (Figura 17). A regido
esta j4 associada a um sindrome de microdelecdo 15¢913.3 (OMIM #612001), ndo se
esperando que o gene TJP1 esteja envolvido. A regido critica deste sindrome envolve cerca
de sete genes e a delecdo tem, geralmente, cerca de 1,5 Mb de tamanho (Sharp et al.,
2008; Helbig et al.,2009; Shinawi et al., 2009; Nevado et al., 2014).
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Figura 17 - Representacdo esquematica da localizagdo cromossémica da regido 15ql13 e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta regido. O ideograma do cromossoma 15 (em
cima), com a indicag&o do braco longo (q), onde estdo assinaladas as bandas 15g13.1 e 15q13.3. O
gene alvo das sondas neste painel (a meio, a esquerda) para a banda 15q13.1 € um. Os genes alvo
das sondas neste painel (em baixo) para a banda 15q13.3, associada ao sindrome de microdelecéo
15q13.3, sédo cinco (adaptado de http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom15ISCNQ9.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.6. Regido 15924

A regido 15024 ja esta associada aos sindromes de microdelecao e microduplicacdo
(OMIM #613406, inclui os dois), também denominado de Sindrome de Witteveen-Kolk. A
alteracdo apresenta, geralmente, entre 1,7 a 3,9 Mb de tamanho (Sharp et al., 2007) e pode
envolver 32 genes. No entanto, o gene alvo das sondas do painel P297, encontra-se fora da
area comum do sindrome de microdelecao/microduplicacdo 15924. O gene alvo das duas
sondas presentes no painel P297 é o gene PML, localizado no braco longo do cromossoma
15, banda 15qg24.1 (Figura 18) e a delecdo deste gene esta associada a défice intelectual
(Ravnan et al., 2006).
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Figura 18 - Representacao esquemaética da localizagdo cromossémica da banda 15g24.1
e indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma
15 (em cima), com a indicac@o do braco longo (q), onde esté assinalada a banda 15g24.1. O
gene alvo das sondas neste painel (em baixo) €é um (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN0O9/Chrom15ISCNQ09.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.7. Regido 16p11.2/16pl2.2

Estas regides estdo associadas ao sindrome de microdelecdo 16pl11.2-p12.2 (OMIM
#613604), que compreende uma delecdo com um tamanho variavel, entre 7,1 Mb e 8,7 Mb
(Ballif et al., 2007; Battaglia et al., 2009; Hempel et al., 2009). Associados a esta regido
estdo também os sindromes de microdelecdo e microduplicagdo 16p11.2 (OMIM #611913),
associados ao autismo (Weiss et al.,, 2008), a obesidade (Walters et al., 2010) e
perturbagdes no neurodesenvolvimento (Shinawi et al., 2010; Golzio et al., 2012). H4 varias
alteragcfes no numero de copias envolvendo esta regido, com tamanhos variaveis e
envolvendo diferentes genes, que s&o responsaveis por diferentes fenotipos (OMIM
#136570; OMIM #613444).

O painel P297 tem presentes no total dez sondas para esta regido, sendo que tem
cinco sondas para a banda 16pl11.2 para cinco genes alvo: MAZ, MVP, HIRIP3, DOC2A e
MAPK3 (Figura 19); trés sondas para a banda 16p12.1 para o gene PALB2 (Figura 19) e
duas sondas para a banda 16p12.2 para o gene IL21R (Figura 19).
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Figura 19 - Representacdo esquematica da localizacdo cromossémica das regifes 16p11.2,
16p12.1 e 16p12.2, associadas a diversos sindromes, e indicacdo dos genes alvo do painel
P297 para estas regides. O ideograma do cromossoma 16 (em cima), com a indicacdo do braco
longo (q) e do braco curto (p), onde estdo assinaladas as bandas 16p11.2, 16p12.1 e 16p12.2. O
gene alvo das sondas neste painel (no meio, a esquerda) para a banda 16p11.2 € um. O gene alvo
das sondas neste painel (em baixo, a esquerda) para a banda 16p12.1 é um. Os genes alvo das
sondas neste painel (em baixo, a direita) para a banda 16pl2.2 sdo cinco. (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN0O9/Chrom16ISCNQ9.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).

30


http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom16ISCN09.html
https://www.ensembl.org/index.html

Capitulol — Introdugédo Tebrica

1.6.2.8. Banda 17ql2

O painel P297 contém sete sondas para a banda 17912, localizada no braco longo
do cromossoma 17 (Figura 20) e ja estd associada aos sindromes de microdelecédo e
microduplicacdo 17g12 (OMIM #614527; OMIM #614526). A delecao/duplicacéo
compreende, normalmente, 17 genes e cerca de 1.5 Mb de tamanho (Mefford et al., 2007,
Nevado et al., 2014). Desses 17 genes, 0 painel P297 permite analisar trés genes: LHX1,
AATF e HNF1B (Figura 20). Para o gene AATF estdo presentes duas sondas e para o gene
HNF1B estéo presentes quatro sondas.
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Figura 20 - Representacdo esquematica da localizagcdo cromossémica da banda 17gql12 e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 17 (em
cima), com a indica¢do do braco curto (p) e braco longo (q), onde esta assinalada a banda 17q12. Os
genes alvo das sondas neste painel (em baixo) sdo trés (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom17ISCNQ9.htmin e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.9. Banda 18qg21.2

O gene alvo das duas sondas do painel P297 nesta banda é o TCF4, que esta
localizado no braco longo do cromossoma 18 (Figura 21). Alteracdes neste gene estédo
associadas a portadores de um sindrome ja descrito, o sindrome de Pitt-Hopkins (SPH)
(OMIM #610954) (Giurgea et al., 2008). A dele¢do na banda 18qg21.2, que causa este
sindrome, pode envolver outros genes, mas 0 gene TCF4 é o responséavel pelo fenotipo de
SPH (Giurgea et al., 2008).
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Figura 21- Representagao esquematica da localizacdo cromossdmica da banda 18g21.2
e indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do
cromossoma 18 (em cima), com a indica¢do do braco curto (p) e braco longo (q), onde esta
assinalada a banda 18g21.2. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um
(adaptado de  http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN0O9/Chrom18ISCN09.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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1.6.2.10. Banda 20p12.2

Duplicacbes recorrentes no gene PAK7 foram reportadas por estarem ligadas a
fendtipos de epilepsia (International Schizophrenia Consortium, 2008). Este gene localiza-se
na banda 20p12.2, no braco curto do cromossoma 20 (Figura 22), ndo estando esta banda
associada a um sindrome de microdele¢&o/microduplicacdo. O painel P297 contém duas
sondas para andlise do gene PAK7. Atualmente o PAK7, denomina-se PAK5, sendo a
designagédo PAKY7 a ainda proposta pela MRC-Holland.
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Figura 22 - Representagéo esquematica da localizacdo cromossomica da banda 20p12.2 e
indicacdo dos genes alvo do painel P297 para esta banda. O ideograma do cromossoma 20
(em cima), com a indicacéo do brago longo (g) e brago curto (p), onde esté assinalada a banda
20p12.2. O gene alvo das sondas neste painel (em baixo) é um, o PAK5, sendo que PAKS5 e
PAKY7 séo sinébnimos (adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/ISCN09/Chrom20ISCNQ09.html e de
https://www.ensembl.org/index.html, acedido em Setembro 2017).
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2. Objetivos

O objectivo deste trabalho € avaliar a vantagem de aumentar a oferta de rastreios

citogenéticos de novos sindromes e regibes cromossOmicas, em doentes ainda sem

diagnéstico ou em doentes com diagndéstico que possa ser complementado, com a
introducéo do painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion Syndromes-2, nas
analises de rotina do laboratério de Citogenética do Centro de Genética Médica Doutor
Jacinto de Magalhdes — Centro Hospitalar do Porto, EPE (CGMJM-CHP). Para atingir o

objetivo, o trabalho est4 dividido em quatro partes principais:

Aplicacdo do painel P297 em pacientes com suspeita de sindrome de
microdelecao/microduplicacdo, que ja efectuaram cariotipo e jforam estudados com o
painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P245 Microdeletion Syndromes-1, que
permanecam sem diagnostico;

Aplicacdo do painel P297 em pacientes jA com diagnostico, de forma a
complementar ou confirmar o diagndstico;

Analisar as alteragbes encontradas com o painel P297, estudar os progenitores para
determinar a origem da alteragdo e tentar estabelecer uma correlagdo gendtipo-
fendtipo;

Avaliar a importancia do uso do painel P297 combinado com o painel P245 para a
pesquisa de microdele¢bes, como uma forma mais abrangente de rastreio de

sindromes de microdelegc&o/microduplig&o.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Amostras Bioldgicas

De Janeiro de 2016 a Maio de 2017 deram entrada 96 amostras de sangue periférico
com indicacdo de suspeita de sindrome microdele¢do/microduplicacdo no laboratério de
Citogenética do CGMJM-CHP, todas elas com um resultado normal no cariétipo e no estudo
com o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P245 Microdeletion Syndromes-1. Deram ainda
entrada trés amostras de sangue periférico, jA com diagndéstico, nas quais foi utilizado o
painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion Syndromes-2 para confirmacdo ou
para complementar o anterior diagnéstico. Assim, foram incluidos 99 casos neste estudo, de
aplicacdo da técnica de MLPA, com o painel P297. O workflow da selec¢do das amostras

analisadas e da metodologia utilizada encontra-se na Figura 23.

Foram pedidas amostras de sangue periférico dos progenitores de todos os casos que
revelaram uma alteracdo no estudo com o painel P297. Até ao final do estudo foram
recebidas oito amostras de sangue periférico dos progenitores de quatro doentes nos quais
se tinha detetado uma alteragcdo. No total, foram analisadas no decorrer deste estudo 107

amostras de sangue periférico.
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P245; out
Caridtipo: | Normal [ cstidor Bl
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sem
diagnéstico
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periférico: MLPA
diagnostico -
complementar
99
amostras Eletroforese
Capilar

J

Andlise de
resultados

Figura 23 — Workflow de seleccdo das amostras e da metodologia utilizada no
trabalho.
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3.2. Extracdo de DNA

A extracdo de DNA a partir das amostras

de sangue periférico foi realizada no biorobot Extrac3o de DNA

Sangue periférico
EZ1® DNA Blood 350 pL Kit, de acordo com W e
as instrugdes do fornecedor (Qiagen).

l Adicdo de particulas

Qiagen EZ1® Advanced, utilizando o Qiagen

magnéticas

Inicialmente  preparou-se, por cada

amostra, dois microtubos de 2 ml (um para a DNA g A

. . g particulas
amostra, devidamente identificado com nome magnéticas
e numero, e outro para a solu¢do de etanol l
80%), uma ponta com filtro e tubo de suporte
(eluicdo da amostra), um microtubo de 1,5 ml

. Separaca
(amostra de DNA extraido) e o um cartucho Mognetes foagoitca
de reagentes (contém tampao de lise, tampao
l Lavagem em

de lavagem, tampéo de eluicdo e particulas etanol 80%
magnéticas). Para os microtubos de 2 ml de
amostra pipetou-se 350 L de sangue Magnetes s

periférico. De seguida, pipetou-se 1800 uL da
solucéo de etanol 80% para os microtubos de l Fiicio

2 ml. Colocou-se o cartdo EZ1® Advanced WW

DNA Blood Card no biorobot Qiagen EZ1®

DNA puro

Advanced, o qual esta pré-programado para

purificacdo de DNA.  Selecionou-se o Figura 24 — Principais etapas do processo de

programa para extracdo a partir de 350 L de extragéo de DNA com o biorobot Qiagen EZ1°
Advanced (adaptado de www.diagen.com )

sangue periférico, com volume de eluicdo de
100 pL e com lavagem em etanol a 80% e colocou-se 0 material necessario nos locais

indicados, iniciando-se o processo de extracdo de DNA.

O processo de extracdo automatico realizado pelo biorot (Figura 24) baseia-se na lise
celular do sangue total, posterior adigcdo das particulas magnéticas as quais se liga 0 DNA,
havendo uma separacdo magnética. De seguida ha a lavagem (neste estudo a lavagem foi
feita com o etanol a 80%) e uma nova separagdo magnética, seguindo-se o processo de
eluicdo e por fim obtém-se o DNA puro.
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3.3. Quantificacdo e analise da qualidade de DNA

A guantificacdo de DNA foi efetuada utilizando um espetrofotometro NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA), tendo sido determinada a
concentracdo e grau de pureza do DNA extraido. O volume de amostra utilizada para a

guantificacéo foi de 2 UL de DNA.

Os acidos nucleicos e proteinas apresentam uma absorvancia maxima aos 260 e aos
280 nm, respetivamente, tendo sido usada a razdo das absorvancias nesses comprimentos
de onda como medida do grau de pureza do DNA. Foi também usada a razdo das
absorvancias aos 260 e 230 nm, uma vez que a absorvancia a 230 nm € indicativa da

presencga de contaminantes (por exemplo sais de guanidina e fenais).

3.4. Aplicagado datécnica de MLPA

Neste estudo foi usado o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion
Syndromes-2 para o rastreio de sindromes de microdele¢cédo/microduplicacdo. A técnica de
MLPA foi realizada de acordo com as instru¢des do fabricante (MRC-Holland, Amsterdam,
Netherlands), tendo sido utilizados em cada aplicacdo da técnica quatro controlos normais,

(dois femininos e dois masculinos) juntamente com as amostras em estudo.

Num microtubo de 200 pL, identificados com o nimero de amostra e 0 painel
utilizado, diluiu-se o DNA em H,O a partir dos valores de concentracdo obtidos na
gquantificacdo, de forma a que a quantidade final de DNA fosse de 150 ng (valor definido
como 6timo no laboratério) num volume final de 5 pL. As amostras de DNA foram depois
colocadas no termociclador a desnaturar a 98°C durante 5 minutos. Entretanto, preparou-se
a mistura de hibridagédo, sendo composta por 1,5 pL de solucédo de tampdo SALSA MLPA e
1,5 yL de solucédo de sonda por amostra. Durante a pausa a 25°C, adicionou-se 3 uL da
primeira mistura por amostra, que ficou depois 1 min a incubar a 95°C, de modo a
desnaturar as sondas (reacdo de desnaturagdo). No fim deste tempo, a temperatura passou
para os 60°C durante 18 horas para ocorrer a hibridacdo das sondas com o DNA alvo
(reacéo de hibridag&o). No dia seguinte, preparou-se a solu¢do da Ligase, composta por 25
pL de dH,0, 3 pL de solucdo de tampé&o A da Ligase-65, 3 yL de solucéo de tampéo B da
Ligase-65 e 1 pL de solucdo de Ligase-65 por amostra. Depois da reacdo de hibridac&o
terminar, adicionou-se 32 pL da mistura por amostra a 54°C. De seguida, as amostras foram
incubadas 15 minutos a 54°C, para ocorrer a ligacdo das sondas. Em seguida, inativou-se a

enzima ligase-65, incubando-se 5 minutos a 98°C. Estas duas incubacdes subsequentes
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constituem a reacdo de ligagdo das hemisondas que hibridam adjacentemente com a
sequéncia de DNA alvo. Para se realizar a reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
preparou-se a terceira mistura composta por 7,5 uL de dH,0, 2 yL de PCR primer mix e 0,5
ML de solugcdo de enzima Polimerase por amostra, adicionando-se 10 pL desta mistura a
cada amostra, a 20°C no termociclador. Posteriormente iniciou-se o PCR com 35 repeti¢cdes
do seguinte ciclo de temperaturas:

e 307 a 95°C (Desnaturacao)
e 30” a 60°C (Hibridacé&o)
e 60" a 72°C (Extenséao)

Findos os 35 ciclos, as amostras ficam incubadas a 72°C durante 20 minutos e o
termociclador parou depois a 15°C. Retiraram-se as amostras do termociclador e
reservaram-se a 4°C no frigorifico até a posterior separacéo dos fragmentos.

3.5. Separacéo de fragmentos por Eletroforese Capilar

A separacdo dos fragmentos resultantes do PCR multiplex é realizada por
eletroforese capilar. Para este procedimento, preparou-se uma solugdo com 1 ml de
formamida desionizada (Applied Biosystems, Foster City, USA) (estabilizacdo de cadeias
simples de DNA) e 30 puL de Genescan™ 500 Rox™ size standard (Applied Biosystems,
Foster City, USA) (marcador de peso molecular). Numa placa de 96 pocos, pipetou-se para
cada poco 15 pL da solugdo de Formamida + Rox 500 e 1 pL de amostra. No sequenciador
genético ABI PRISM™ 3130 (Applied Biosystems, Foster City, USA) realizou-se a
eletroforese capilar para a separagdo dos fragmentos de amplificacdo. Os resultados da

eletroforese capilar apresentam-se na forma de um eletroferograma (Figura 25).
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Figura 25 — Eletroferograma de uma amostra analisada com o painel P297. Os picos de
fluorescéncia iniciais dizem respeito aos fragmentos de controlo (fragmentos Q e D e do
cromossoma X e Y). Os restantes picos de fluorescéncia dizem respeito as 51 sondas presentes
no painel.

3.6. Andlise de resultados

Os eletroferogramas obtidos da electroforese capilar foram tratados com recurso a
um software de andlise de dados, o software GeneMarker® AFLP/Genotyping Software
(Softgenetics, State College, USA). Neste software efetua-se a normalizacdo dos dados
obtidos da eletroforese capilar, para a obtencéo de dados Uteis. A normalizacao dos dados
inclui duas etapas: a normalizacéo intra-amostra, que estabelece a comparacao entre o sinal
relativo de cada sonda na amostra e o sinal relativo das sondas de referéncia; e a
normalizacdo inter-amostra que, compara os sinais relativos de cada sonda na amostra com
0s sinais relativos de cada sonda nas amostras de DNA controlo. Apds normalizacdo e
através do quociente de dosagem da sonda (proporc¢éo final de uma sonda na amostra em
estudo em comparacdo com a propor¢do da mesma sonda nas amostras de DNA controlo),
€ possivel saber se houve uma alteragdo do numero de copias no DNA alvo. Para calcular o
valor dos sinais das sondas utiliza-se a altura dos picos, considerando-se o0s racios
inferiores a 0,75 e superiores a 1,25 como possiveis indicadores de dele¢&o e duplicacao,

respetivamente, sendo que o valor de 1,0 é considerado normal.
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4. Resultados

No total de 96 amostras de pacientes sem diagnostico, 89 apresentaram um nuamero
de cépias normal nas regides analisadas pelo painel P297 e sete amostras apresentaram
alteracdes no numero de coOpias em algumas regides analisadas. Analisamos ainda trés
amostras de pacientes ja com diagndstico e em todos confirmamos as altera¢gfes, e em dois

dos casos foi possivel complementar o diagndstico anterior.

Nos dez casos que apresentaram alteraces, quatro sdo do sexo feminino e seis do
sexo masculino, com idades que variam entre os 2 e os 13 anos. As informacgdes clinicas
sdo variadas, sendo as mais comuns défice cognitivo, atrasos no desenvolvimento e
dismorfias. As informagfes referentes a todos os casos com alteragdes no ndmero de

cOpias encontram-se descritas na Tabela 2.
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Tabela 2 - Informacdes dos dez casos que apresentaram uma alteracdo no numero de cépias
no estudo pela técnica de MLPA, usando o painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297.

Idade
Caso Género ( ) Informacdes clinicas Alteracao Regiao Genes Origem
anos
CD160,
1 F 7 Sem informacgé&o Dup 1g21.1 HFE2, Desconhecida
PEX11B
PRKAB2,
. FMOS5,
2 M 13 DC; Obesidade Del 1g21.1 Mat
BCL9, ACPS,
GJA5, GJA8
DA; AC; Macrossomia;
3 M 7 Ligeiras dismorfias Del 3929 PAK2 Mat
inesp.
4 F 6 Irma ¢/ dup 3929 Dup 3929 DLG1, PAK2 Fam
DC sindrémico; )
5 M 12 Del 30929 DLG1, PAK2 Desconhecida
Microcefalia; Dismorfias
FAN1,
ADPM, Hipotonia, CHRNA7,
6 F 7 Del 15913.3 Mat
Convulsées KLF13,
TRPM1
Atraso motor ligeiro c/
. . FAN1,
hiperlaxidez; atraso
oo . CHRNA?,
7 F 4 ligeiro na linguagem; Del 15913.3 De novo
KLF13,
Ligeiras dismorfias
L TRPM1
faciais inesp.
FAN1,
ADPM ligeiro; Ligeiras CHRNA7, )
8 M 12 . o Del 15q13.3 Desconhecida
dismorfias inesp. KLF13,
TRPM1
FAN1,
CHRNA?, .
9 M 2 PDI; AC Del 15913.3 Desconhecida
KLF13,
TRPM1
Microcefalia, facies .
10 M 2 Del 18g21.2 TCF4 Desconhecida

peculiar ndo sindréomica

Abreviaturas:

DC - Défice cognitivo, DA - Dificuldades de aprendizagem; AC - Alteracdes

comportamentais; Inesp. — inespecificas; ADPM — Atrasos no desenvolvimento psicomotor; PDI —

Perturbacfes do desenvolvimento intelectual; Mat — materno; Fam — familiar.
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4.1. Banda 1g21.1

Os Casos 1 e 2 apresentaram alteragcdes no numero de cépias na banda 1g21.1.

No Caso 1 a alteracdo envolve os genes associados ao sindrome de TAR, tendo
sido detetada uma duplicagcdo em quatro sondas das cinco sondas presentes no painel
P297, sendo estas quatro sondas relativas a trés genes (Tabela 3). Os trés genes
envolvidos na duplicacdo sdo o CD160, o HFE2 e o PEX11B. A proporgdo dos picos
correspondente as sondas dos genes CD160, HFE2 e PEX11B apresentaram-se
aumentados em aproximadamente 1,4, indicando a presenca de trés cOpias destes genes
(Figura 26).

Tabela 3 — Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 1, indicando o painel, a regido
envolvida, os genes alvo das sondas e o numero de sondas para cada gene, e o0 nimero de
cOpias presentes para cada gene. Em trés dos quatro genes rastreados pelo painel P297 para esta
regido, foi detetada uma alteracdo no nimero de cépias, indicando presenca de uma duplicacéo na
banda 1g21.1.

Painel Regié&o alvo Gene alvo N° sondas N° cépias
3
CD160 1 :
(Duplicagao)
3
1g21.1 HFE2 1 .
pP297 " (Duplicacao)
(Regido TAR) .
PEX11B 2 :
(Duplicacao)
2
PDE4DIP 1

(Normal)
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o cD160 HFE2 PEX11B ﬁ:’;:o ;;10 -; : ~:;?
o S @ @ PEX11B_a 3818 1438
-
- 452. g
§ 1 °w; Rud’ﬂ,“: % A o - PEX11B_b 529 1.468
05
0 S o B i
100 200 - 300 400 500
Size (bps)

Figura 26 - Resultado do Caso 1 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
gréfico, do lado esquerdo esta indicado a proporcdo do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram um aumento na proporcao do
sinal, indicando uma duplicacdo, encontram-se assinaladas e 0s genes alvo identificados. b) Na
tabela estéo indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢ao do sinal da sonda.

No Caso 2 a alteracdo envolve 0s genes associados ao sindrome de
microdelecao/microduplicacdo 1g21.1 (Tabela 4). Para este sindrome estdo presentes seis
sondas para seis genes no painel P297 e todas elas apresentaram uma diminuicdo da
propor¢cdo do sinal de cerca de 0,5, o que indica a dele¢cdo heterozigotica dos genes
envolvidos (Figura 27). Os genes envolvidos na delecdo sdo: PRKAB2, FMOS5, BCL9, ACP6,
GJA5 e GJAS.

Tabela 4 - Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 2, indicando o painel, a regido
envolvida, os genes alvo das sondas e o niumero de sondas para cada gene, e 0 numero de
cOpias presentes para cada gene. Em todos os seis genes rastreados pelo painel P297 para esta
regido, foi detetada uma diminuicdo no ndmero de cépias, indicando presen¢a de uma delecdo na
banda 1g21.1.

Painel Regido alvo Gene alvo N° sondas N° cépias (Caso 2)
1
PRKAB2 1
(Delecao)
1
FMO5 1
(Delecao)
1
1921.1 BCLY ! (Deleg&o)
. elegdo
P297 q ] ¢
(Regido distal) 1
ACP6 1
(Delecao)
1
GJA5 1
(Delecao)
1
GJA8 1
(Delecao)
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Figura 27 - Resultado do Caso 2 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
gréfico, do lado esquerdo esta indicado a proporcdo do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuicdo na proporcéo do
sinal, indicando uma dele¢&o, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela
estdo indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢éo do sinal da sonda.
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Neste estudo foram encontrados trés casos com alteragdes nesta banda, os Casos 3, 4

e 5.

No Caso 3 foi detetada uma dele¢cdo na banda 3929 envolvendo o gene PAK2 (Tabela

5). A proporcao do pico correspondente a sonda do gene PAK2 apresentou-se diminuida em

aproximadamente 0,5 (Figura 28).

Tabela 5 - Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 3, indicando o painel, a regiédo
envolvida, os genes alvo das sondas e o numero de sondas para cada gene, e 0 nimero de
cOpias presentes para cada gene. Dos dois genes rastreados pelo painel P297 para esta regiéo,
apenas um apresentou uma alteragdo no nimero de copias, indicando presenca de uma dele¢éo na

banda 3g29.
Painel Regiédo alvo Gene alvo N° sondas N° copias
2
DLG1 1
(Normal)
P297 3029 !
PAK2 1
(Delecéo)
25 a) | Y b) _ probeName Bin Size RACIO
o o X-Frag 101.4 0.600
% M . Y-Frag 105.9 1100
R SRS e TS S S e s 1841|0495
®15
o ' '
% '
8 14 Ffiani G gpfoeim P o agfoo;
)1 O I N O j_i.A,‘A‘_
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Size (bps)

Figura 28 - Resultado do Caso 3 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
gréfico, do lado esquerdo estd indicado a propor¢do do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). A sonda que apresentou uma diminuicdo na propor¢éo do sinal,
indicando uma delecéo, encontra-se assinalada e o gene alvo identificado. b) Na tabela estéo
indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢ao do sinal da sonda.
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No Caso 4 foi detetada uma duplicacdo na banda 3929, que envolve os dois genes
estudados no painel P297, o gene DLG1 e o0 gene PAK2. Este caso ja tinha sido estudado
anteriormente com o painel P245, tendo sido detetada uma alteragdo no gene DLG1,
estando presentes trés cépias deste gene (Tabela 6). Para complementar o diagnéstico foi
aplicado o painel P297, uma vez que este contém duas sondas para dois genes presentes
nesta regido, sendo que o painel P245 s6 apresenta sondas para um gene (DLG1). A
proporgdo dos sinais das sondas correspondentes aos genes DLG1 e PAK2 apresentaram-
se aumentadas em aproximadamente 1,4, indicando a presenca de uma microduplicacdo
nesta banda (Figura 29). O resultado obtido com o painel P297 foi concordante e
complementou o resultado obtido através do estudo com o painel P245, permitindo verificar

gue para além do DLG1, também o PAK2 estava envolvido nesta alteragéo.

Tabela 6 - Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 4, indicando os painéis, a
regido envolvida, os genes alvo das sondas e o nimero de sondas para cada gene, e 0 nimero
de cOpias presentes para cada gene. No estudo com o painel P245 foi detetada uma alteracéo
nesta banda. Para complementar o caso foi utilizado o painel P297, tendo sido detetada em ambos os
genes uma duplicacdo, concordante com o estudo anterior.

Painel Regi&o alvo Gene alvo N° sondas N° cépias
3
DLG1 1 (Duplicagdo)
uplicagéo
pP297 P 3 ¢
3029 PAK2 1 .
(Duplicacao)
3
P245 DLG1 2

(Duplicacao)

25. ag . . 4 & i |b)__probeName Bin Size RACIO
' ' ' ' ' ' X-Frag 101.2 1.032
Y-Frag 105.7 0.000
2 e : ‘ DLG1 1337|1412
g .. oret | - j ‘ PAK2 184.1 1.355
m X . - m PAK2 , ceescecegee -
= : g : ‘
5 1 '°@WWW“'
05 ‘
" TS - E—— -
100 200 300 400 500
Size (bps)

Figura 29 - Resultado do Caso 4 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
grafico, do lado esquerdo esta indicado a propor¢édo do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram um aumento na proporcdo do
sinal, indicando uma duplicagdo, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na
tabela estdo indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a proporcdo do sinal da
sonda.
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O Caso 5 também ja tinha sido anteriormente estudado com o painel P245, tendo sido
detetada uma alteracdo do numero de cépias na banda 3g29. A alteracao detetada foi uma
delecdo no gene DLG1, tendo este caso sido analisado com o painel P297 para
complementar o diagnéstico (Tabela 7). Com o painel P297 foram detetadas diminui¢cdes na
propor¢do dos sinais em aproximadamente 0,5 das duas sondas para a banda 3929,
indicando a delecéo dos genes DLG1 e PAK2 (Figura 30).

Tabela 7 - Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 5, indicando os painéis, a
regido envolvida, os genes alvo das sondas e o niumero de sondas para cada gene, e 0 nimero
de coépias presentes para cada gene. No estudo com o painel P245 foi detetada uma alteragao
nesta banda. Para complementar o caso foi utilizado o painel P297, tendo sido detetada em ambos os
genes uma delecdo, concordante com o estudo anterior.

Painel Regido alvo Gene alvo N° sondas N°cépias
1
DLG1 1 (Delecso)
elecéo
pP297 1(;
3929 PAK2 1
(Delecao)
1
P245 DLG1 2
(Delecao)
25 a) ‘ : ' ' : b) Probe Name Bin Size RACIO
' T B S R A X-Frag 101.2 0.537
5 Y-Frag 105.7 1.079
RS SO eSS Bl i o R S Sy Sy sy DLG1 133.7 0577
o 3 PAK2 1841 0.570
w15 sesececpecncae--
m - '
'?é | ‘
S 11 A ofPome eReRERno . P hen,
DLG1
100 200 300 400 500

Size (bps)

Figura 30 - Resultado do Caso 5 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
gréfico, do lado esquerdo esta indicado a proporcdo do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuicdo na propor¢éo do
sinal, indicando uma delecéo, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela
estdo indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢ao do sinal da sonda.
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4.3. Regido 15913

Neste estudo foram detetadas alteracdes no numero de cépias na regido 15913 nos
Casos 6,7,8¢e09.

Nos quatro casos que apresentaram alteracdo no nimero de coOpias nesta regidao, foi
detetada a mesma alteracdo, uma delecdo envolvendo a banda 15q13.3 (Tabela 8). Sete
sondas do painel P297, referentes a quatro genes (FAN1, TRPM1, KLF13 e CHRNAY),
apresentaram uma diminuicdo na proporcdo do sinal de aproximadamente 0,5, indicando

uma microdelecao (Figura 31).

Tabela 8 - Tabela esquematica dos resultados obtidos nos Casos 6, 7, 8 € 9, indicando o painel,
a regido envolvida, os genes alvo das sondas e o numero de sondas para cada gene, e 0
numero de coépias presentes para cada gene. Em todos os casos, quatro dos seis genes
rastreados pelo painel P297 para esta regido, foi detetada uma alteragdo no numero de copias,
indicando presenca de uma delecdo na banda 15q13.3.

Painel Regido alvo Gene alvo N° sondas N° cépias
2
TJIP1 2
(Normal)
1
FAN1 2
(Delegao)
1
TRPM1 2
(Delecao)
P297 15913 1
KLF13 1
(Delegao)
1
CHRNA7 2
(Delegao)
2
SCG5 2
(Normal)
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Figura 31 - Resultado do Caso 7 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®,
exemplificando o resultado obtido também para os Casos 6, 8 e 9. a) No grafico, do lado
esquerdo esta indicado a propor¢cdo do sinal da sonda e em baixo o tamanho do fragmento em
pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminuicdo na propor¢do do sinal,
indicando uma delecéo, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela estéo
indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢éo do sinal da sonda.
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4.4. Banda 18qg21.2

Em apenas um caso (Caso 10) foi detetada uma alteracéo na banda 18qg21.2, que se
localiza no braco longo do cromossoma 18, envolvendo o gene TCF4 (Tabela 9). As 2
sondas presentes no painel P297 para o gene TCF4 apresentaram uma diminuicdo na
proporgcao do sinal de aproximadamente 0,5, indicando uma dele¢do nesta regido (Figura
32).

O Caso 10 ja tinha sido estudado, tendo sido detetada uma delecdo nesta banda por
array e por cariétipo. Foi feita a andlise por MLPA para confirmar o diagndstico e foi usado o
painel P297, por ser o Unico que tinha sondas para o gene TCF4. Os resultados obtidos

foram concordantes com o diagnéstico anterior.

Tabela 9 - Tabela esquematica dos resultados obtidos no Caso 10, indicando o painel, a regido
envolvida, os genes alvo das sondas e o0 numero de sondas para cada gene, e o0 nimero de
cOpias presentes para cada gene. O painel P297 rastreia um gene nesta regido, o qual apresentou
uma alteragdo no niumero de copias, indicando presenca de uma dele¢é@o na banda 18g21.2.

Painel Regido alvo Gene alvo N° sondas N° cépias
1
P297 18qg21.2 TCF4 2
(Delecao)
25 a) ‘ ' ' ‘ : b) Probe Name Bin Size RACIO
i S i R S S X-Frag 101.2 0.546
5 : ! . . . Y-Frag 105.7 1.019
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Figura 32 - Resultado do Caso 10 com o painel P297 gerado pelo software GeneMarker®. a) No
grafico, do lado esquerdo esta indicado a propor¢do do sinal da sonda e em baixo o tamanho do
fragmento em pares de bases (bps). As sondas que apresentaram uma diminui¢cdo na propor¢do do
sinal, indicando uma dele¢ao, encontram-se assinaladas e os genes alvo identificados. b) Na tabela
estdo indicadas as sondas, o tamanho do fragmento gerado e a propor¢ao do sinal da sonda.
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4.5, Estudos dos progenitores

Foram requisitadas as amostras dos progenitores de todos os casos com alteracles,
mas apenas chegaram em tempo Gtil as amostras dos progenitores dos Casos 2, 3, 6 e 7,
que foram analisadas com o painel P297, para determinar a origem da alteracdo. Para os

restantes casos a origem das alteragdes permanece desconhecida até ao momento.

Nos progenitores do Caso 2 concluiu-se que a microdelecdo era de origem materna,
tendo a mae apresentado a mesma alteracdo nos seis genes (PRKAB2, FMO5, BCL9,
ACP6, GJA5 e GJA8) da banda 1g21.1 (Figura 33.a) mas ndo apresentando alteracdes
fenotipicas. O pai do Caso 2 apresentou um numero de cépias normal para todas as regides

analisadas pelo painel P297 (Figura 33.b).

No Caso 3, concluiu-se que a microdelegéo presente na banda 3929, envolvendo o gene
PAK2, era de origem materna. A mée apresentava uma reducdo na propor¢édo do sinal da
sonda do gene PAK2 de aproximadamente 0,5, indicando a presencga de apenas uma copia
deste gene, concordante com a alteracdo encontrada no filho (Figura 34.a). A mée
ndoapresentou alteracdes fenotipicas. O pai ndo apresentou qualquer alteragdo nos genes

estudados com este painel (Figura 34.b).

Nos progenitores do Caso 6, foi detetada uma delecdo na banda 15q13.3 na mae,
envolvendo os mesmo quatro genes (FAN1, TRPM1, KLF13 e CHRNA7Y) que a filha, sendo
a alteracdo de origem materna (Figura 35.a), ndo apresentando alteragfes no fenétipo. O
pai do Caso 6 apresentou resultados normais para todas as regides estudadas pelo painel
P297 (Figura 35.b).

Os progenitores do Caso 7 apresentaram ambos resultados normais, concluindo-se que

a microdelecdo na banda 15q13.3 encontrada na filha seré& de novo (Figura 36).

Nos restantes casos nao foi possivel o estudo dos progenitores, continuando a origem
da alteracédo desconhecida. Contudo, a alteracdo detetada no Caso 4 é familiar, uma vez a
informac&o clinica presente na requisicdo de estudo desta doente referia que ela tem uma
irm& com duplicacdo na banda 3929, tendo sido essa a razdo para a analise ser efectuada.
No entanto, ndo foi possivel determinar se é de origem materna ou paterna uma vez que as

amostras de sangue periférico dos pais ainda ndo foram disponibilizadas.
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b) Pai do Caso 2
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Figura 33 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 2 com o painel P297 gerado pelo
software GeneMarker®. a) A mée do Caso 2 apresentou a altera¢do do nimero de cOpias na mesma
banda (1g21.1) e nos mesmos genes que o filho, determinando-se que a alteracdo tem origem
materna. b) O pai do Caso 2 apresentou um nimero normal de coOpias para todas as regides
rastreadas pelo painel.
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Figura 34 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 3 com o painel P297 gerado pelo
software GeneMarker®. a) A mae do Caso 3 apresentou a alteragdo do nimero de copias na mesma
banda (3929) e no mesmo gene que o filho, determinando-se que a alteracdo tem origem materna.
b) O pai do Caso 3 apresentou um nimero normal de cépias para todas as regides rastreadas pelo

painel.
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Figura 35 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 6 com o painel P297 gerado pelo
software GeneMarker®. a) A mée do Caso 6 apresentou a altera¢do do ndmero de cOpias na mesma
banda (15913.3) e nos mesmos genes que a filha, determinando-se que a alteracdo tem origem
materna. b) O pai do Caso 6 apresentou um numero normal de copias para todas as regides
rastreadas pelo painel.
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Figura 36 - Resultado do estudo dos progenitores do Caso 7 com o painel P297 gerado pelo
software GeneMarker®. Tanto a mée (a)) como o pai (b)) do Caso 7 apresentaram um nimero de
cbpias normal para as regides rastreadas por este painel, determinando-se que a alteracdo é de

novo.
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4.6. Avaliacdo do uso do SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion
Syndromes-2

No total de 96 amostras de pacientes sem diagndéstico, 89 apresentaram um ndmero de
coépias normal nas regides analisadas pelo painel SALSA® MLPA® PROBEMIX P297
Microdeletion Syndromes-2, e sete amostras apresentaram alterac6es no numero de cépias
em algumas das regifes analisadas (7/96). A percentagem de casos sem diagndéstico em
gue foi possivel estabelecer um diagndstico com o uso do painel P297, foi de 7,3% (Figura
37).

Foram analisadas também trés amostras de pacientes ja com diagndstico, para
confirmar e complementar o diagnéstico anteriormente feito. Assim, no total de 99 casos
analisados com o painel P297, foi possivel o rastreio e/ou confirmagédo do diagndstico em
dez dos 99 casos. Assim, o estudo com o P297 foi util em 10,10% dos casos (10/99).

B Amostras com diagndstico usando o
painel P297 (7/96)

Amostras que permaneceram sem
diagndstico (89/96)

92,7%

Figura 37 — Grafico representativo da percentagem de amostras sem diagndstico que
obtiveram resultados com o painel P297 e a percentagem de amostras que permaneceram sem
diagnéstico.
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5. Discussao de Resultados

5.1. Banda 1g21.1

A delecdo na regido proximal da banda 1g21.1 esta associada ao sindrome de TAR
(OMIM #274000) (Klopocki et al., 2007; Theisen e Shaffer, 2010) sendo esta também
denominada de regido TAR. No entanto, dele¢des ou duplicagbes nesta regido podem estar
associadas a outras consequéncias fenotipicas que ndo envolvam o sindrome de TAR
(Rosenfeld et al., 2012). Ja existem alguns casos descritos de duplicacfes nesta regido,
estando associadas a diversas carateristicas fenotipicas, entre elas: défice intelectual,
dismorfias, anomalias cerebrais e da visdo, alteragbes comportamentais e hipotonia
(Rosenfeld et al., 2012). Contudo, a associacdo de alteracdes nesta regido a fenétipos que
ndo o sindrome de TAR continua pouco esclarecida. A informacédo clinica do Caso 1 é
desconhecido, apenas se sabe que a primeira indicacdo para estudo foi suspeita de
sindrome de Sotos, ndo sendo possivel comparar com as carateristicas fenotipicas que

foram associadas a casos descritos com duplicagdo nesta regiéo.

As delegbes na regido distal da banda 1g21.1 ja estdo associadas a um sindrome, o
sindrome de microdelecdo 1g21.1 (OMIM #612474). Em 2008 foram reportados os primeiros
casos associados a este sindrome por Mefford e colaboradores (Mefford et al., 2008),
resultantes de uma delecdo de cerca de 1,35 Mb tamanho (Mefford et al., 2008; Stefansson
et al., 2008) e com um padrao de hereditariedade autossémica dominante (Hamosh, 2008).
O fendtipo associado é variavel, sendo as carateristicas fenotipicas mais comuns o défice
intelectual e dismorfias (Brunetti-Pierri et al., 2008; Mefford et al., 2008; Theisen e Shaffer,
2010; Rosenfeld et al., 2012; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). Outras alteracbes
fenotipicas associadas incluem microcefalia, anomalias cardiacas congénitas,
epilepsia/convulsdes, hipotonia, anomalias de visdo, perturbacdes do espetro autista,
alteracdes comportamentais e doencas psiquiatricas (esquizofrenia) (Brunetti-Pierri et al.,
2008; Mefford et al., 2008; Stefansson et al., 2008; Theisen e Shaffer, 2010; Rosenfeld et al.,
2012; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). O Caso 2 apresenta uma das carateristicas
fenotipicas mais comuns, o défice cognitivo. O fendtipo de obesidade apresentado neste
caso nao esta ainda associado a esta alteracdo, mas o sindrome apresenta um espetro

fenotipico bastante alargado.
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5.2. Banda 3929

Esta banda ja esta associada a um sindrome de microdelecdo/microduplicacdo, o
sindrome de microdelecdo/microduplicacdo 3g29 (OMIM #609425; OMIM #611936). Nos
Casos 3 e 5 foi diagnosticado o sindrome de microdelecdo 3929 e no Caso 4 o sindrome de

microduplicacdo 3qg29.

O sindrome de microdelecao 3929 foi descrito pela primeira vez em 2005 por Willat e
colaboradores (Willat et al., 2005), e resulta de uma delecdo intersticial que envolve,
normalmente, 22 genes, entre eles o DLG1 e o PAK2 (Willat et al., 2005; Li et al., 2009;
Tyshchenko et al., 2009; Cobb et al., 2010). Estes dois genes séo indicados como genes
criticos responsaveis pelo fenétipo, sendo homélogos de dois genes do cromossoma X
ligados ao défice intelectual (DLG3 e PAK3) (Willat et al., 2005; Tyshchenko et al., 2009;
Cobb et al., 2010; Mulle et al., 2010). O padrédo de hereditariedade associdado a esta
microdelecao/microduplicacdo € autossomico dominante (Mulle et al., 2016). O sindrome
apresenta um fendtipo muito variavel, sendo as carateristicas mais comuns o défice
intelectual, microcefalia e dismorfias (Ballif et al., 2008; Li et al., 2009; Watson et al., 2014;
Mulle et al., 2016). Outras carateristicas, observadas em varios pacientes incluem doencas
psiquiatricas (esquizofrenia, bipolaridade, depresséo, ansiedade), perturbacdes do espetro
autista e multiplas anomalias congénitas (Willat et al., 2005; Mulle et al., 2010; Nevado et al.,
2014; Mulle et al., 2016).

Os fenotipos clinicos apresentados pelos pacientes dos Caso 3 e 5 apresentam
carateristicas ja descritas em casos anteriores de sindrome de microdelecdo 3g29: no Caso
3 temos as dificuldades de aprendizagem (associadas a défice intelectual), alteracdes de
comportamento e dismorfias ligeiras; no Caso 5 temos défice cognitivo, microcefalia e
dismorfias. As carateristicas fenotipicas mais comuns, descritas na literatura, coincidem com
as carateristicas encontradas neste estudo para o sindrome de microdelecdo 3g29. No
entanto, macrossomia, presente no Caso 3, ndo se encontra descrita em nenhum dos casos
com sindrome de microdelecdo 3029 reportados na literatura, 0 que pode acontecer nos

sindromes de microdelec&o/microduplicacéo por apresentarem fenétipos muito variaveis.

As carateristicas clinicas do sindrome de microduplicacao 3gq29 (OMIM #611936) séao
variaveis, tendo algumas carateristicas comuns com a microdelecdo, sendo que as mais
comuns sao défice intelectual ligeiro, dismorfias e microcefalia (Ballif et al., 2008; Lisi et al.,
2008; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014). O Caso 4 apresenta este sindrome, tendo
sido detectadas alteragBes no numero de copias (duplicacdo) nos dois genes considerados

criticos, DLG1 e PAK2, que os painéis P245 e P297 rastreiam. No entanto, ndo temos
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conhecimento das carateristicas fenotipicas do doente para comparar com as carateristicas
ja reportadas. As carateristicas fenotipicas dos sindromes de microduplicacdo tendem, no
entanto, a ser mais ligeiras que as associadas a sindromes de microdelecdo (Ballif et al.,
2008).
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5.3. Regido 15013

O sindrome de microdelecdo 15913.3 foi descrito em 2008 por Sharp e
colaboradores (Sharp et al.,, 2008), e resulta de uma delecdo, com um padrdo de
hereditariedade autossémico dominante (van Bon et al., 2010). A regido critica da delecéo
envolve normalmente 7 genes, entre eles os genes TRPM1, KLF13 e CHRNA7, e tem um
tamanho de aproximadamente 1,5 Mb (Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al.,
2009; Theisen e Shaffer, 2010). O gene CHRNA7 é indicado como o gene critico
responsavel pelo fendtipo de epilepsia/convulsbes e esquizofrenia (International
Schizophrenia Consortium, 2008; Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al., 2009;
Nevado et al.,, 2014), sendo que o painel P297 tem duas sondas para este gene. O
sindrome apresenta um fenétipo variavel, sendo as carateristicas mais comuns o défice
intelectual, epilepsia/convulsbes e dismorfias varias (Sharp et al., 2008; Helbig et al., 2009;
Shinawi et al., 2009; Theisen e Shaffer, 2010). Outras carateristicas fenotipicas associadas
a este sindrome incluem perturbacbes do espetro autista, doencas psiquiatricas
(bipolaridade, esquizofrenia, alteracdes comportamentais) e hipotonia (Stefansson et al.,
2008; Helbig et al., 2009; Shinawi et al., 2009; Nevado et al., 2014; Watson et al., 2014).

O fendtipo do Caso 6 apresenta uma das carateristicas mais comuns, associadas a
este sindrome, as convulsbes e apresenta ainda hipotonia, uma das carateristicas ja
reportadas noutros casos. Os Casos 7 e 8 apresentam ligeiras dismorfias, sendo esta uma
das carateristicas mais comuns no sindrome de microdelecdo 15q13.3. As carateristicas
clinicas do Caso 9, perturbagdo do desenvolvimento intelectual (PDI) e alteracdes
comportamentais, ja estdo associadas a este sindrome, sendo o défice intelectual uma das
mais comuns. Uma das carateristicas fenotipicas, o atraso no desenvolvimento psicomotor
(ADPM), foi a mais comum neste estudo para as alteragdes nesta regido, sendo comum nos
Casos 6, 7 e 8. Esta carateristica engloba atrasos no desenvolvimento motor, no
desenvolvimento intelectual, na linguagem, entre outros, que estado presentes em casos ja

descritos.
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5.4. Banda 18g21.2

A delecao neste gene, localizado no brago longo do cromossoma 18, esta associada ao
sindrome de Pitt-Hopkins (SPH) (OMIM #610954).

O SPH foi descrito pela primeira vez em 1978 por Pitt e Hopkins (Pitt e Hopkins, 1978).
Este sindrome resulta de alteracdes no gene TCF4 (Giurgea et al., 2008) e tem um padréo
de hereditariedade autossémico dominante (McKusick, 2007). As carateristicas fenotipicas
mais comuns associadas a este sindrome sdo o défice intelectual, episddios de
hiperventilacdo e dismorfias (Giurgea et al., 2008). Outras carateristicas associadas a este
sindrome incluem baixa estatura, microcefalia, epilepsia e anomalias cerebrais menores
(Giurgea et al.,, 2008). O Caso 10 apresenta microcefalia, sendo esta uma carateristica

fenotipica ja associada a este sindrome.
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5.5. Estudo dos progenitores

Neste estudo foi possivel determinar a origem da alteracdo em cinco casos, sendo

que 80% (4/5) alteracbes sao herdadas dos progenitores e 20% (1/5) sdo de novo.

Segundo a literatura, espera-se que este tipo de alteracdes seja de novo (Weise et
al., 2012; Watson et al., 2014), devendo-se isto ao facto destas alteracdes encontradas
apresentarem um padrdo de hereditariedade autossémico dominante e de se esperar que 0s
portadores da alteracdo manifestem carateristicas clinicas. No entanto, todos os
progenitores portadores de alteracdo neste estudo sdo saudaveis, ndo tendo sido fornecida

qualquer informacdo clinica contraria pelo médico.

O facto de os filhos expressarem alteragbes fenotipicas apesar de herdarem a
alteracdo de progenitores que ndo expressam fenotipo pode ser explicado pela variabilidade
expressao e baixa penetrancia associadas a mesma microdele¢do/microduplicacéo, bem
como a outros fatores, como fatores epigenéticos (Redon et al., 2006; Nevado et al., 2014;

Shawky, 2014).
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5.6. Avaliacdo do uso do SALSA® MLPA® PROBEMIX P297 Microdeletion
Syndromes-2

A percentagem de casos que permaneciam sem diagnostico, nos quais foi possivel
estabelecer um diagnéstico com o uso do painel P297 foi de 7,3% (7/96). Esta percentagem
€ bastante valorizada, uma vez que estes casos poderiam ter de recorrer a métodos de
rastreio mais caros para descobrir a alteracdo causadora do fendtipo. Assim, foi possivel
com o uso deste painel descobrir a etiologia das manifestacdes clinicas destes doentes,
possibilitando um estudo e aconselhamento genético mais direcionado. Apesar de néo ser
possivel, pela técnica de MLPA, aferir o tamanho da dele¢&o/duplicacdo, esta apresenta-se
como um método eficaz para o0 rastreio primario de sindromes de

microdelecao/microduplicacdo, de modo a desvendar a alteracéo causadora do fendétipo.
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6. Conclusao

Os sindromes de microdelecao/microduplicacdo tém associados fenotipos variaveis e
com carateristicas sobreponiveis a outros sindromes, isto deve-se a variabilidade de
expressao e penetrancia que estas alteracbes apresentam (Redon et al., 2006; Nevado et
al., 2014, Shawky, 2014), bem como outros fatores. Estes fatores dificultam a associagéo de
carateristicas fenotipicas a um sindrome especifico, dificultando a orienta¢éo do clinico para

determinada patologia ou sindrome.

Todos os casos estudados neste trabalho apresentaram indicacdes clinicas sugestivas
de presenca de sindrome de microdelecao/microduplicacdo e a maioria ndo apresentou
alteragfes, tanto no painel P245 como no painel P297. Estes casos poderdo apresentar
estas carateristicas devido a presenca de alteracdes noutras regides cromossémicas que

estes painéis ndo rastreiam ou a rearranjos ndo detetaveis pela técnica de MLPA.

Os casos analisados neste estudo que apresentaram alteracdes no numero de copias
nas regifes estudadas pelo painel P297 apresentam carateristicas associadas a alteracdo
rastreada, tendo sido possivel a correlacdo entre o fenétipo apresentado e a alteracao
detetada. No entanto, a correlacao gendtipo-fenotipo neste tipo de alteragdes, como referido
anteriormente, é ainda dificil e as indicacdes clinicas podem ser associadas a variados
sindromes. Este facto corrobora a importancia de aumentar o nimero de sindromes e
regides cromossémicas rastreadas, pela técnica de MLPA, para obter uma maior
capacidade de diagnosticar doentes com  suspeita de sindrome de
microdelecdo/microduplicacdo,de modo a que se possa associar genes/sequéncias

particulares com um determinado quadro clinico.

Os sindromes de microdelec¢ao/microduplicacdo séo esperados surgir de novo (Weise et
al., 2012; Watson et al.,, 2014), podendo estas surgir de rearranjos em sequéncias
flanqueadas por LCR pelo mecanismo de NAHR, que resulta do crossing over
desequilibrado entre LCR (Emanuel e Shaikh, 2001; Korf, 2002; Stankiewicz et al., 2003;
Lupski e Stankiewicz, 2005; Lee e Lupski, 2006; Reymond et al., 2007; Gu et al., 2008;
Klopocki et al., 2008; Hirschfeldova et al., 2011; Watson et al., 2014). Contudo, ha alguns
casos de sindromes herdados de progenitores com alteracdo do numero de cépias que néo
apresentam alteracBes no fendtipo. Neste estudo a maioria dos casos onde foi possivel
estudar os progenitores ou ter acesso a informacao de familiares, revelou que as alteracdes
foram herdadas. Os progenitores portadores ndo apresentam carateristicas fenotipicas
alteradas o que se deve a variabilidade de expresséo e baixa penetrancia destas alteracgdes,

podendo estar associados também a outros factores, como factores epigenéticos (Redon et
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al., 2006; Nevado et al., 2014, Shawky, 2014). O estudo dos progenitores permitiu detetar a
origem das alteracbes e, deste modo, € possivel um melhor acompanhamento e

aconselhamento genético a estas familias.

O wuso deste novo painel (P297) para o rastreio de sindromes de
microdelecdo/microduplicacéo, permitiu aumentar o numero de casos com diagndstico.
Assim, 0 uso conjunto do painel P245 e do painel P297 é uma mais-valia na pesquisa
destes sindromes de microdelecdo/microduplicacdo, pois aumenta as regides associadas a
microdelec¢des/microduplicacdes que sao rastreadas, apresentando-se como um método de
rastreio bastante util e com menos custos quando comparado com o aCGH. Para além de
um método de rastreio, o uso do painel P297 para confirmar um diagndstico realizado por
outra técnica ou complementar o diagndstico realizado pelo painel P245, mostrou ser
bastante util.

Conclui-se que o uso dos painéis P245 e P297 no laboratério de Citogenética do
CGMJIM-CHP é um método vantajoso a adotar para o estudo de sindromes de
microdelecao/microduplicacdo, pois mostrou ser um recurso econdmico, de facil realizacao e

uma ferramenta importante no rastreio mais completo destes sindromes.
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