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Resumo

Introducao: Para uma parcela significativa de fetos com defeitos congénitos o
diagnéstico sindrémico permanece indefinido, dificultando a abordagem perinatal, o
estabelecimento de progndstico e o aconselhamento genético. A incapacidade
de deteccdo de pequenas instabilidades gendmicas, atualmente apontadas como
provavel fator causal nestas condigdes dismorficas, € a principal limitacdo do
estudo cromossémico microscopico pelo bandamento G (cariétipo convencional). A
hibridizacdo gendmica comparativa (comparative genomic hybridization-CGH) é
capaz de identificar perdas e ganhos de material genédmico com alta resolugéo, sem
envolver o cultivo celular e o conhecimento prévio da regido genémica envolvida.
Obijetivo: Avaliar a aplicabilidade da técnica de array CGH em sangue fetal para o
diagnéstico de perdas e ganhos genémicos em um grupo de fetos dismorficos.
Sujeitos/Método: Foi realizado um estudo prospectivo descritivo a partir de
amostras sanguineas de fetos dismorficos e com cromossomos numericamente
normais ao bandamento G, admitidos no Setor de Medicina Fetal do Centro de
Atencédo Integral a Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp). Foi realizada a caracterizagdo da amostra estudada e

uma analise descritiva dos achados moleculares através da técnica de array CGH.
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Resultados: Foram incluidos no estudo 50 fetos, dos quais 49 preencheram os
critérios de qualidade da técnica. A taxa de deteccédo de alteragdes cromossOmicas
pela técnica de array CGH ndo detectadas pelo cari6tipo convencional foi de
93,7% (45 fetos), e 27% foram consideradas significativas dos pontos de vista
citogenético e clinico. Entre os fetos com alteragdes do numero de copias, 87%
apresentaram pelo menos um clone para o qual ja estdo descritas variagées do
numero de copias (CNV) em individuos fenotipicamente normais. Adicionalmente, a
técnica mostrou-se eficaz para o esclarecimento diagnostico da origem, exata
localizagéo e dimensionamento do material adicional encontrado em um feto com
anomalia cromossOmica estrutural. Conclusoes: A caracterizagao do perfil genémico
por array CGH de fetos com defeitos congénitos permitiu complementar o
diagnostico citogenético convencional, aumentando a definicdo diagndstica e a

identificacéo de regides cromossdmicas associadas a algumas anomalias congénitas.
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Summary

Introduction: A great number of fetuses with congenital defects remain without
definitive diagnosis, making difficult the perinatal management, the prognosis
establishment and the genetic counseling. The incapacity of detection of short
sequence copy number changes, pointed as a probable etiology factor for some
congenital defects, is the main limitation of routine G-banding. The Comparative
Genomic Hybridization (CGH) overcome this limitation, and also does not require
cellular culture or prior knowledge of the involved genomic region. Objective: To
evaluate the applicability of the CGH method on fetal material for genomic gains and
losses in a group of malformed fetuses. Methods: On a prospective descriptive
study, fetal blood samples were collected from malformed fetuses with numerically
normal chromosomes at G-banded karyotype, at the Fetal Medicine Unit of the
Centro de Atencédo Integral a Saude da Mulher (CAISM) of the Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP). Sample characterization and a descriptive
analysis of the CGH-based technique results were accomplished. Results: Fifty
fetuses were included in this study and 49 were considered optimal according to
adopted quality control criteria. The detection rate of fetuses with copy number

imbalances not detected by the G-banded karyotype was 93.7% (45 fetuses),
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with 27% of cytogenetic and clinical significance. Among fetuses with copy number
imbalances, 87% presented at least one abnormal clone encompassing CNVs
described for phenotipically normal individuals. Additionally, the array CGH showed
to be effective for the identification of the additional genetic material origin, with
its precise location and size, presented in one fetus with structural chromosomal
anomaly. Conclusions: The genomic profile characterization of malformed fetuses
through array CGH allowed complementing the conventional cytogenetic diagnosis,
obtaining a higher precise diagnosis and the identification of chromosomal regions

associated with some congenital anomalies.
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1. Introducao

1.1. Malformacées Congénitas

Define-se como malformacédo congénita a variante anatémica e funcional do
padrao normal do individuo presente ao nascimento (1). Uma definicdo mais ampla
inclui toda anomalia funcional ou estrutural do desenvolvimento do feto decorrente
de fator originado antes do nascimento, seja genético, ambiental ou desconhecido,
mesmo quando sua manifestacao for tardia e nao for aparente no recém-nascido
(2). As malformagbes congénitas, portanto, englobam uma grande variedade de

alteracoes, podendo ser Unicas ou multiplas em um mesmo individuo.

Cerca de 2% a 5% dos recém-nascidos vivos apresentam pelo menos uma
anomalia congénita identificavel ao nascimento (2), variando desde anomalias
discretas até graves defeitos que comprometem a sobrevida. Dados oriundos de
estudos internacionais e do Estudo Colaborativo Latino-Americano de Malformacgoes
Congénitas (ECLAMC) confirmam que a incidéncia na América Latina nao difere,
significativamente, daquela encontrada em outras regides do mundo, apesar de

ainda existirem sub-registros (3). A inclusdo de um campo de notificacdo sobre
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defeitos congénitos em um documento oficial e de preenchimento obrigatério no
Brasil a partir de 1999, o campo 34 da Declaragdo de Nascido Vivo, vem se
tornando fundamental para a obtencao de informacdes sobre a frequéncia dos
defeitos congénitos, bem como de caracteristicas epidemiolégicas destes recém-

nascidos e suas familias (4, 5).

As malformagdes congénitas vém apresentando relevancia crescente como
causa de soffimento e prejuizos a saude da populagdo, sendo responsaveis por uma
grande porcentagem da morbi-mortalidade perinatal (6-8). No Brasil, estudos de
morbidade em criangas indicam que as enfermidades genéticas e os defeitos
congénitos representam 37% das internagbes pediatricas em centros terciarios
de assisténcia a saude (9) e sdo responsaveis por altas taxas de cesarianas e
prematuridade (5). Como a taxa de mortalidade infantil por malformagées congénitas
tem se mantido constante nas ultimas décadas e as demais causas de Gbitos em
menores de um ano de idade sofreram um decréscimo significativo com a melhoria
das condicbes de vida da populagao brasileira, a taxa de mortalidade infantil por
malformagdes congénitas, deformidades e anomalias cromossémicas, que ocupava
a quinta colocacao em frequéncia na década de 80, assumiu a segunda posicao

no ano 2000 (10).

Além da morbimortalidade, outra questdo envolvida nas malformacoes
congénitas é a cronicidade. Muitas malformacdes levam a problemas crénicos de
saude, necessitando de tratamentos continuos e, ndo raramente, com altos custos.
A abordagem destes pacientes envolve, além do tratamento médico, servigos

complementares como fisioterapia, fonoaudiologia, terapia ocupacional, educacéo
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especial ou inclusiva. QOutras consequéncias sociais incluem a perda da
produtividade por incapacidade ou morte e a perda na arrecadacao salarial
familiar do responsavel pelos cuidados da crianga (9). Sobrepdem-se ao quadro
social as consequéncias psicologicas da constatagdo da situagdo de “anormalidade”
do feto, que pode representar uma ferida narcistica ou uma quebra da integridade

psiquica do casal e provocar sentimentos de perda e inadequagéao (11).

A introducdo do exame ultrassonografico na assisténcia pré-natal permitiu
identificar, ainda no ambiente intrauterino, as malformacdes congénitas. A
identificacdo das malformagdes ocorre diretamente pela deteccdo das alteracoes
morfoldgicas ou indiretamente, através de sinais como retardo de crescimento
fetal e alteragcdes do volume de liquido amnidtico. Os progressos tecnoldgicos da
ultrassonografia, a maior experiéncia acumulada pelos servigos especializados e o
maior acesso da populacao aos servicos de ultrassonografia, tém contribuido para
um aumento significativo da deteccéo de fetos com malformagdes congénitas em

populagcdes de baixo risco, tornando-se parte da rotina dos cuidados pré-natais.

Concomitantemente, o0 aumento do acesso a estudos citogenéticos levou
a procura do conhecimento sobre a correlagdo entre achados morfoldgicos
ultrasonograficos e alteragdes do caridtipo (12, 13). Neste sentido, os estudos
revelaram que, apesar de existir um risco inerente de o feto se apresentar
cromossomicamente anormal para todas as gestantes, este risco aumenta com
0 avancgar da idade materna e diminui com o avangar da idade gestacional (14,
15). Outro achado evidenciado é que a frequéncia de anomalia cromoss6mica é

proporcionalmente maior, quanto maior for o nimero de malformacbes detectadas
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a ultrassonografia (16, 17), porém, as anomalias cromossémicas estruturais sao
mais frequentes no grupo de fetos com malformagdes isoladas, quando comparado

com fetos que apresentam multiplas malformacdes (18).

A ultrassonografia na identificagéo de fetos portadores de cromossomopatias
mostrou-se um método com alto valor preditivo negativo, o que corresponde dizer
que na auséncia de malformagbes detectadas, a possibilidade de o feto ter uma
anomalia cromossdmica é baixa (16, 18-20). Juntando-se estas evidéncias ao fato
de que a maioria dos fetos afetados € gerada por mulheres jovens e sem fator de
risco identificado (16, 21), a ultrassonografia com énfase na busca de malformagées
fetais que se relacionam com anomalias cromossémicas é recomendada em todas

as gestantes, em mais de uma ocasido durante a gestacao.

As causas geneéticas, isoladamente ou em conjunto com causas ambientais,
estdo envolvidas em pelo menos um tergo das malformagdes congénitas. Dentre as
causas genéticas, as anomalias cromossdmicas numeéricas ou estruturais estao
presentes em cerca de 0,9% de uma amosta ndo selecionada de recém-nascidos (22)
e em mais de 10% dos natimortos (23). A frequéncia geral de anomalias citogenéticas
em fetos malformados é de aproximadamente 10% a 15% (24). Destes, cerca de
80% sao trissomias dos cromossomos 13, 18 ou 21. O restante, envolve alteracoes
numéricas NOs Cromossomos sexuais e rearranjos cromossémicos estruturais (25).
Torna-se justificavel, portanto, a conduta de se indicar a analise cromossémica
de todos os natimortos e neomortos, com ou sem fenétipos dismérficos, e de
todos os fetos com malformagodes, principalmente quando estao presentes mais de

uma anomalia ou quando ha histéria familiar de malformagoes congénitas.
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O diagnéstico pré-natal dos fetos portadores de malformagdes congénitas e
cromossdmicas justifica-se pela possibilidade de interrupcao da gestagcédo, em
alguns casos, e pela programagao da assisténcia perinatal. Além disso, a alta
incidéncia de obito fetal com subsequente maceragao fetal pode dificultar a analise
citogenética pods-natal, inviabilizando muitas vezes o diagnostico definitivo e o
aconselhamento do casal para futuras gestagdes. Entretanto, mesmo adotando esta
abordagem, uma significativa parcela das anomalias congénitas permanece com

etiologia desconhecida.

1.2. Anomalias CromossOmicas

Genoma é o termo usado para designar um complemento total de genes em
uma célula, um individuo ou uma espécie (26). Os gametas possuem uma copia do
genoma e sao chamados haplbides, enquanto as células somaticas apresentam duas
copias e sao chamadas dipléides. A informacao genética nas células humanas esta
organizada em dois tipos de genoma: o nuclear e o mitocondrial. A grande marioria
dos genes localiza-se no nucleo (genoma nuclear) e alguns poucos séo extranucleares

(genoma mitocondrial). Trataremos nesta abordagem somente do genoma nuclear.

Ao conjunto de cromossomos de um individuo, tecido ou linhagem celular,
chama-se cariétipo (26). Nas células humanas normais existem 46 cromossomos, dos
quais 44 formam 22 pares chamados autossomos e numerados de 1 a 22. Os
outros 2 cromossomos formam o par de cromossomos sexuais, designados X e Y. O

sexo feminino é determinado pela presenca de dois cromossomos X (46,XX)
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engquanto o sexo masculino pela presenca de um X e um Y (46,XY). A representacao
sistematica por fotografia ou imagem digitalizada dos cromossomos de uma célula é

chamada cariograma, enquanto que sua representacao gréafica € chamada idiograma.

Anomalias cromossémicas sdo definidas como quaisquer alteragdes nos
cromossomos, podendo ser numeéricas ou estruturais (27). As anomalias numéricas
envolvem o ganho ou perda de um ou mais cromossomos completos e as anomalias
estruturais envolvem alteragcdes na estrutura de parte de um ou mais cromossomos.
As anomalias numeéricas e estruturais podem existir na forma de mixoploidia. Nesta
situacao, existem duas ou mais linhagens celulares geneticamente diferentes em um
mesmo individuo, e inclui 0 mosaicismo e o quimerismo. No mosaicismo, as
linhagens celulares sdo derivadas de um mesmo zigoto e, na grande maioria
dos casos, a linhagem celular anormal apresenta uma aberragédo cromossoémica
numérica. No quimerismo, as linhagens celulares sdo provenientes de zigotos
diferentes. O grau com que um individuo é clinicamente afetado geralmente
depende da porcentagem de células anormais. A Figura 1 apresenta de forma

esquematica a classificacdo dos tipos mais comuns de anomalias cromossémicas.

As anomalias numéricas sao subdivididas em euploidias quando ha
aumento ou diminuicdo de pelo menos um conjunto hapléide completo, e
aneuploidias, quando ha ganho ou perda de um ou mais cromossomos, mas
nao de todos eles (28). As aneuploidias podem ser formadas pelo aumento do
nuamero de cromossomos homdlogos, as polissomias (trissomias, tetrassomias,
etc), pela auséncia de um homélogo, a monossomia, e pela auséncia dos dois

cromossomos homologos, a nulissomia.

26  Introdugéo



Anomalias Anomalias

. . Mixoploidias :
Numericas P Estruturais
( T ( ) — B
Euploidias Equilibradas
= «poliploidias — Mosaicismo (Balanceadas)
L L i ¢Inversoes
sTranslocagbesreciprocas
( A [ sTranslocacdes
AneupI0|d|as ) i \robertsonianas )
*Polissomia o Qmmerlsmo
:m;zzsn:.:"a : (Desequilibradas R
L (Desbalanceadas)
*Duplicagdes
eDelegbes
i eInsercgoes

eSitios frageis
«Cromossomos marcadores
eCromossomos em anel
*Cromossomos dicéntricos
(Isocromossomos )

Figura 1. Classificagdo das anomalias cromossémicas.

As anomalias estruturais sido também conhecidas como rearranjos
cromossémicos e surgem a partir de quebras cromossOmicas reparadas
incorretamente, e apresentam uma frequéncia de aproximadamente 16% de
todas as aberracbes cromossémicas (28). Os pontos de quebra que levam a
rearranjos cromossémicos podem ocorrer em todo 0 genoma, porém sao mais
frequentes nas regides pericentroméricas e subteloméricas, ricas em pequeno
numero de cépias repetidas (low-copy repeats — LCR), sugerindo que os rearranjos
ndo acontecem de forma totalmente aleatéria (29). Os rearranjos podem ser
intercromossémicos quando envolvem cromossomos diferentes, intracromossémico

entre cromatides irmas ou intracromatides, entre regides na mesma cromatide (30).
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De acordo com o modo de transmiss&o, as anomalias estruturais podem
ser classficadas como familial, quando sao herdadas dos progenitores (materna
ou paterna), ou de novo, quando nao herdadas dos progenitores. Os rearranjos
cromossOmicos estruturais podem ainda ser classificados como complexos quando
envolvem pelo menos trés pontos de quebra e a troca de material genético entre
pelo menos trés cromossomos (31). As anomalias cromossémicas estruturais sao
mais frequentes no grupo de fetos com malformagées isoladas, quando comparados

com fetos que apresentam mdultiplas malformacdes (18).

As anomalias estruturais que ndo envolvem ganho ou perda de material
gendmico séo ditas balanceadas e geralmente ndao acarretam efeito fenotipico,
embora possam estar associadas a retardo mental, esterilidade, quadros
sindrébmicos ou anomalias congénitas isoladas em cerca de 0,3% dos casos
(32). Sua frequéncia é estimada em 3/1.000 adultos (23). A Figura 2 apresenta

a representacéao grafica dos tipos mais comuns de anomalias estruturais.

As delecoes envolvem a perda de regides especificas de um cromossomo,
com efeitos fenotipicos que dependem da dimensao e dos genes presentes no
material genético perdido. A incidéncia de delec¢des citogeneticamente visiveis é

de aproximadamente 1/7.000 nascidos vivos (23).

Inversamente, quando h& a insercao de um segmento cromossémico em
outro cromossomo, com ganho de um material genético adicional, surgem as
insercoes ou duplicacoes, e parecem ter consequéncias fenotipicas menos

graves que as delecdes (23). As insercdes que produzem uma segunda copia da
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regiao cromossémica na mesma diregao (3’ ou 5’) da copia original sdo chamadas
insercbes em tandem ou diretas. Aquelas em que a direcdo da cépia extra é

oposta a dire¢ao da original sdo chamadas inser¢des em espelho ou invertidas.

Translocacdo [fiieiess
Reciproca Robertsoniana Paracéntrica Pericéntrica
B B N B A N A N A
«.‘
- &
- l I - *
&
Delecdo Duplicagdo
Intersticial Terminal Tanden Invertida Emanel
A A A
A = =
i |
= -
] 1 33
] - - I
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Figura 2. Representacdo das principais anomalias
cromossOémicas estruturais. N= normal; A= alterado.

As delecdes e insergbes, dependendo de sua localizagdo no cromossomo,
podem ser ainda classificadas em terminais, quando envolvem as extremidades
cromossémicas, ou intersticiais, quando a alteracéo ocorre na por¢cao média do
cromossomo. As delecbes e insercbes criam as nulissomias parciais e trissomias

parciais, respectivamente.
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Por sua vez, as inversdes surgem na presenca de duas quebras em um
Unico cromossomo, cujo segmento contido entre as quebras gira 180° e religa-
se para formar um cromossomo que, estruturalmente, apresenta um erro de
interrupcao da sequéncia génica (28). Se o segmento invertido envolver o centromero,
a inversao é chamada pericéntrica, e quando ndo envolve o centrdbmero, paracéntrica.
Embora o portador de uma inversdo possa ser completamente normal, pois ndo
ha perda ou ganho de material genético, existe um risco aumentado para a produgao
de embrides cromossomicamente desbalanceados, uma vez que cromossomos
invertidos apresentam dificuldade de pareamento com seu homélogo na meiose,
resultando em gametas que contém cromossomos derivados desbalanceados,

se um crossing-over desigual ocorrer.

As translocacdoes envolvem troca de material entre dois ou mais
cromossomos, geralmente ndo homdlogos, a partir de pelo menos uma quebra
em cada cromossomo envolvido. Existem dois tipos de translocacbes, as

balanceadas e as robertsonianas.

Nas translocac¢des balanceadas ou reciprocas, a troca de material genético
acontece sem que o numero total de material genético se altere. Os portadores
dessa translocagcédo sao fenotipicamente normais, mas ha um maior risco de a
prole apresentar alteracdes fenotipicas, devido a producao de gametas anormais.
Sua frequéncia é estimada em 1/600 nascidos vivos (23). A exemplo das
inversdes, quando este gameta combina-se com um gameta normal, do outro
progenitor, o resultado € um embrido desbalanceado, parcialmente monossémico

para uma regido cromossOmica e parcialmente trissdbmico para outra regiao.
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As translocagbes robertsonianas ocorrem quando dois cromossomos
acrocéntricos (13, 14, 15, 21 e 22) perdem seus bragos curtos e se unem proximo a
regido centromeérica, formando um unico cromossomo derivado. Apesar de resultar
em um individuo com 45 cromossomos, ndo ha alteracdes fenotipicas, pois os

bracos curtos em geral séo genes de RNA ribossomal em multiplas cépias.

Outros tipos de anomalias cromossémicas incluem os cromossomos em anel
e os isocromossomos (28). Os cromossomos em anel formam-se quando um
cromossomo sofre duas quebras e as extremidades fraturadas se unem, formando
uma estrutura cromossdémica em anel. O isocromossomo € um Cromossomo
no qual ha uma perda de um dos bragos que é “substituido” por outro brago
pertencente a outro cromossomo, em uma imagem em espelho. A consequéncia €
um conjunto de 46 cromossomos que carregam uma copia de um brago de um
cromossomo especifico (monossomia parcial) e trés copias do bragco do outro

cromossomo envolvido (trissomia parcial).

Em algumas situagcdes, os mecanismos moleculares envolvidos nas
anomalias estruturais podem gerar cromossomos muito pequenos, nao identificaveis
mesmo com 0 bandamento de alta resolucdo, os cromossomos marcadores.
A maioria deles é derivada dos cromossomos acrocéntricos e, frequentemente,
aparecem na forma de mosaicos (33). Sua prevaléncia é estimada em 0,14 a

0,72/1.000 nascidos vivos (34).

Existem algumas regides cromossémicas que apresentam um alto grau

de variabilidade em dimensao, morfologia e padrao de coloragdao e que ocorrem
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com certa frequéncia em individuos considerados normais (35-37). S&o, portanto,
variantes estruturais da normalidade. As teorias que tentam explicar a falta de
consequéncias fenotipicas sugerem o envolvimento de baixa densidade génica,
genes inativos ou haplosuficiéncia (a célula funciona normalmente com apenas uma
copia génica) das regides acometidas (38). De maneira ampla, estas alteragcbes
“‘inofensivas” ou “silenciosas” sdo chamadas de polimorfismos. Existe um ponto
de corte arbitrario para a frequéncia do alelo alterado na populacao geral de
1%, a partir do qual uma condicdo pode ser classificada como polimoérfica,
diferenciando-a de uma mutacao (39). Alguns autores sugerem que o termo
polimorfismo deve ser empregado em um contexto molecular ou génico, e os

termos heteromorfismo e variante em um contexto cromossémico (38).

Os polimorfismos génicos podem ser compreendidos com base na
constatacéo de que, para cada gene no genoma humano normal, existem quase
sempre duas cépias, mas que fragmentos de DNA de dimensbes variadas
podem apresentar-se em diferentes numeros de copias em situagdes clinicas
de normalidade. Estas variagdes podem ser tanto delecées quanto duplicagdes
do numero de copias, gerando um desequilibrio genémico quando comparadas
com um genoma “normal”, contribuem de forma significativa para a variagcao
genética e sao conhecidas como variacoes do numero de cépias - CNV (copy
number variations) (40). Estas variantes gendmicas sdo geralmente herdadas e

podem compreender até 12% do genoma (41).

Com os recentes avangos nas técnicas de biologia molecular

empregadas na citogenética, assiste-se a um aumento significativo no nimero de
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CNVs descritos. Bancos de dados digitais e de acesso publico sao atualizados
e disponibilizados para consulta, a fim de auxiliar na interpretagdo dos resultados

obtidos principalmente pela citogenética molecular (42, 43).

1.3. Diagnédstico das Anomalias Cromossémicas

A anélise microscépica dos cromossomos tem sido o padrao-ouro para o
diagnéstico das anomalias cromossémicas desde o desenvolvimento da técnica do
bandamento G, no final da década de 60 (44). Resumidamente, apds o periodo de
crescimento celular, é realizado o bloqueio das células em metafase. Nesta fase,
como a duplicacao da molécula de DNA ja aconteceu, os cromossomos exibem
duas cromatides e o centrdmero. A técnica inclui o0 rompimento da membrana
celular com uma solucao salina hipoténica, fixacdo e coloracdo. A analise é
realizada em, pelo menos, 15 a 20 células, havendo a indicagcdo de um maior
namero de células para os casos suspeitos de mosaicismo. As metafases sao
documentadas e analisadas manualmente ou com o auxilio de softwares de

captura e andlise de imagens.

As técnicas convencionais atuais de cariotipagem por coloracdo e bandagem
de células em divisdo e sob uma microscopia com 10.000x de aumento sao
capazes de detectar anomalias cromoss6micas numéricas e estruturais que tenham
pelo menos de 5 a 10 milhdes de pares de base de DNA (5Mb a 10Mb), que

corresponde ao poder de resolu¢do do método e contém uma “banda” cromossémica.
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Uma banda cromossémica é definida como o segmento do cromossomo
que pode ser distinguivel do segmento adjacente pela diferenca na aparéncia
clara ou escura nas diferentes técnicas de bandamento. Os cromossomos
aparecem como sequéncias continuas de faixas claras e escuras (bandas),
onde, por definicdo, ndo existem regides “interbandas”. As bases moleculares
do bandamento envolvem a composicao de bases (nucleotideos), proteinas e a

organizagéo funcional do genoma.

O padrao de bandas de um cromossomo permite também a identificacao
de pontos de referéncia dentro dos mesmos, que sdo areas com caracteristicas
morfoldégicas marcantes e distintas, que ajudam na identificacdo do cromossomo e
de suas regides. Uma regiao cromossémica é definida como a area compreendida
entre dois pontos de referéncia adjacentes. As bandas e as regides cromossdmicas
sa0 numeradas consecutivamente a partir do centrdbmero em diregdo as extremidades

de cada braco (p= brago pequeno, g= braco longo).

O nivel de resolucao de uma técnica citogenética é determinado pelo numero
de bandas visiveis. Existem padrdes de idiogramas para 300, 400, 550, 700 e 850
bandas para todos os cromossomos (Figura 3) (45). Quanto maior 0 numero de
bandas, maior a resolugdo do exame e maior o poder de exclusdo de pequenas
delecdes e anomalias estruturais. Em geral, uma resolugao de 450 a 550 bandas é
suficiente para a maioria das analises clinicas, incluindo o diagnéstico pré-natal (46).
Em situagdes especiais pode-se indicar o bandamento de alta resolugdo, em que séo
analisados os cromossomos durante a profase ou prometafase. Esta técnica analisa

0s cromossomos mais estendidos que os cromossomos metafasicos, permitindo a
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observacao de um numero maior de bandas e a detecgcdo de anomalias menores.
Classicamente, os laudos de cariétipo devem incluir o padrao de bandas verificado

naguela amostra para que seu resultado seja corretamente interpretado (46).

300 400 550 700 850

Figura 3. Idiogramas do cromossomo 4 normal ao bandamento G
em niveis de resolucao de 300, 400, 550, 700 e 850 bandas (45).

Em Medicina Fetal, € comum a obtencéo do cariétipo a partir de sangue do
cordao umbilical, liquido amniético e vilosidades coribnicas, dependendo da idade
gestacional. No entanto, teoricamente, é possivel obter o caridtipo a partir de
qualquer tecido que tenha sua viabilidade preservada e possa ser submetido ao
cultivo celular para obtencao de metafases (47). O tempo para a obtencao dos

resultados varia de acordo com o material estudado, a viabilidade das células
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cultivadas, as condigcbes técnicas laboratoriais, 0os reagentes utilizados e o preparo da
amostra, dentre outros fatores. Em média, este periodo é de 7 a 15 dias para cultura
de vilo corial ou de liquido amnidtico e de 3 a 7 dias para sangue fetal (27) (Figura
4). A preparagéo direta do vilo corial, sem a cultura das células, permite a obtencéao
de resultados em até 24 horas, mas a baixa resolucdo dos cromossomos limita a sua

aplicagcéo, impossibilitando, por vezes, a exclusdo de anomalias estruturais.
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Figura 4. Estudo do caridtipo em diagnostico pré-natal(BVC= bidpsia de vilo corial).

Embora muito confidvel e ainda considerada o padrao-ouro para a
investigacdo de anomalias relacionadas aos cromossomos, a analise citogenética
convencional apresenta algumas limitacées, como falhas de cultivo celular e a
necessidade de profissional experiente para a leitura e interpretacéo dos resultados
de forma confiavel (46). No diagnéstico pré-natal, outras limitacbes importantes

estao relacionadas a baixa qualidade das preparacoes cromossémicas, obtidas em
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uma parcela significativa das vezes, e que impossibilita a deteccdo de anomalias
estruturais e microarranjos cromossémicos menores que 5Mb a 10Mb. Além
disso, a necessidade de cultivo celular de longa duracdo acaba por impactar

significativamente no tempo relativamente longo para a liberagdo de resultados.

Nas ultimas décadas, a citogenética clinica assistiu a um extraordinario
avancgo das técnicas de biologia molecular. A confluéncia dos enfoques molecular e
citogenético — a citogenética molecular — revolucionou as possibilidades e a
precisdo diagnostica. O sequenciamento do genoma humano tem contribuido
neste sentido, permitindo um rastreamento de maior resolugdo para anomalias
cromossémicas. Estas alteragées gendmicas constituem cerca de 15% de todas as
mutacdes que envolvem as doengas monogénicas em humanos (48). As limitagdes
de resolucao do bandamento convencional podem ser, em grande parte, superadas
pelas novas técnicas moleculares, com aplicagdes clinicas evidentes no diagndstico
de microdelegéo, rearranjos subtelomeéricos, cromossomos marcadores e derivados,

e rearranjos génicos (49).

A técnica molecular mais difundida é a hibridizacéo in situ por fluorescéncia
(FISH). Consiste na hibridizacao (ligacao especifica) de um DNA-molde (sonda)
a seu alvo complementar em um cromossomo ou nucleo interfasico, avaliando-
se a presenca ou auséncia de uma sequéncia especifica de DNA ou regiao
cromossémica. Portanto, a técnica de FISH é locus-especifica e exige que se
conheca a sequéncia de DNA de interesse para a escolha adequada da sonda
a ser utilizada. Em Medicina Fetal, € empregada para a deteccdo precoce de

trissomias em células nao cultivadas, analisando simultaneamente cinco sondas
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para 0os cromossomos envolvidos nas aneuploidias mais frequentes (13, 18,21, X e
Y) e para confirmacao de sindromes de microdelegbes ou microduplicagbes. A
grande vantagem em relagcdo as técnicas convencionais € o curto tempo para

obtengéo do resultado, sendo possivel em apenas 2 horas.

Vérias outras técnicas surgiram baseadas no método de FISH original.
Usando sondas fluorescentes cromossomo-especificas e hibridizagdo de um
“coquetel” de 24 sondas gerado a partir da combinacéo de cinco fluorocromos,
as técnicas de FISH multicolor (M-FISH) e caribtipo espectral (Spectral
Karyotyping — SKY) identificam cada cromossomo pela emissdo especifica de
pixels através de um programa de computador, com a visualizagcao de todos os
cromossomos em um unico experimento. Cada cromossomo assume uma
“assinatura” espectral, possibilitando a identificagdo de rearranjos complexos
que envolvem mais de dois cromossomos, bem como a origem e o conteudo de
cromossomos marcadores (50, 51), com uma resolugédo de 1Mb a 5Mb para o

M-FISH (52) e 1Mb a 2 Mb para o SKY (53).

A abordagem da citogenética convencional associada as técnicas moleculares
no estudo das dismorfologias tem permitido uma maior correlagcao entre gendétipo
e fendtipo, com o diagndstico de um numero crescente de “sindromes de
microarranjos” ou “instabilidade genémica”. Este termo “instabilidade genémica”
tem sido amplamente utilizado para descrever um fendmeno que resulta no
acumulo de multiplas modificacbes que levam a conversao de um genoma de
uma célula normal a um genoma instavel (54). Estes rearranjos cromossémicos

nao balanceados respondem por 1% a 2% das anormalidades em amostras
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pré-natais, e podem levar a sérias consequéncias fenotipicas (55). A maior
limitacdo das técnicas moleculares descritas até aqui € que estas técnicas néao

detectam estas “instabilidades gendmicas”.

1.4. Hibridizacao Genémica Comparativa (CGH)

A hibridizacdo genémica comparativa (comparative genomic hybridization
— CGH) foi desenvolvida como método de rastreamento genémico amplo, na
tentativa de se identificar desequilibrios no numero de cépias do DNA, ou seja,
as instabilidades genémicas. Desenvolvida em 1992, a técnica de CGH consiste na
hibridizagdo competitiva de DNA teste e DNA normal, marcados com fluorocromos
diferentes (56). A técnica original utilizava metafases normais fixadas em lamina

e é conhecida como CGH metafasico, cromossémico ou convencional.

A técnica de CGH metafasico teve sua principal aplicabilidade na area de
genética do cancer (57-59). Outras aplicagdes clinicas como em dismorfologias,
disturbios mentais e de aprendizagem também foram testadas, evidenciando
um aumento no diagnéstico de delecdes ou duplicacdes nao identificadas pelo
bandamento G (60, 61). Para o diagnéstico pré-natal, a técnica foi validada
estudando-se retrospectivamente fetos sabidamente portadores de aneuploidias
totais ou parciais (62-65), mostrando-se equivalente as técnicas citogenéticas
de alta resolucdo, porém com a vantagem de ndo necessitar de cultivo celular.
Um estudo nacional demonstrou sua utilidade como ferramenta complementar ao

cariétipo convencional em um grupo de fetos com defeitos de fechamento da parede
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abdominal (66). Entretanto, o delineamento de bandas e regides especificas na
técnica de CGH convencional é limitado pela resolugdo dos cromossomos
metafasicos e estima-se que seja de 3Mb a 10Mb, e nela encontra-se sua maior

limitacédo (56, 62, 67).

Mantendo o mesmo principio de comparacao entre DNA teste (amostra) e
DNA normal (referéncia) e acoplando-se a tecnologia de microarranjos (microarrays
ou arrays) (68, 69), desenvolveu-se uma nova técnica de andlise gendémica
comparativa, agora baseada em microarranjos, conhecida como array CGH.
Basicamente, a técnica utiliza varios fragmentos pré-selecionados de DNA
anexados, de forma locus-especifica em uma superficie de vidro (lamina de
microscopia). O DNA anexado pode ser fragmentos de DNA clonados a partir
de bactérias (BAC — Bacterial Artificial Chromosomes) ou de P1 (PAC - P1
Artificial Chromosomes) (70), cDNA (71), oligonucleotideos sintéticos (72) ou

fragmentos de PCR (73).

O tipo de DNA utilizado e a quantidade de regides pesquisadas variam
entre protocolos distintos ou plataformas disponiveis. A escolha das regides
incluidas na pesquisa define sua classificacdo em dois tipos: o array CGH
representativo do genoma inteiro e o direcionado para regides especificas,
geralmente envolvidas em arranjos cromossOmicos ja descritos. A resolucao
obtida pelos diferentes tipos de array CGH depende do nimero e da dimenséo de
clones pesquisados e da distancia entre clones consecutivos. Os arrays construidos a
partir de BAC clones tém a resolucao de 50kb a 150kb (74, 75) e os arrays de

oligonucleotideos podem chegar de 25pb a 85pb de resolugao (76).
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Tecnicamente, quantidades idénticas de DNA teste e DNA de referéncia
sdo marcadas com fluorocromos (cianinas), e apdés serem co-hibridizadas, a
diferenga das intensidades emitidas pelas cianinas para cada regido pesquisada &
aferida. Quando a intensidade de fluorescéncia € menor na amostra testada em
relagcdo a amostra de referéncia, infere-se que ha perda gendémica na respectiva
regiao (“delegcao” ou “perda”) e, na situagéo contraria, infere-se ganho gendémico

(“duplicagao” ou “ganho”).

A técnica de array CGH oferece importantes vantagens sobre os demais
métodos de diagndstico citogenético. Primeiramente, por ndo ser necessaria a
obtencao de metafases e por permitir a andlise do DNA extraido de diferentes tipos de
tecidos, até mesmo de tecidos incluidos em parafina. Outras vantagens incluem a
capacidade de investigar milhares de regides cromossémicas em uma unica analise,
em um curto periodo de tempo e com alta resolugéo, superando as limitagdes

do cariétipo convencional e do CGH metafasico.

Sua limitag&o inerente aos principios da técnica encontra-se no fato de ndo ser
capaz de identificar anomalias cromossémicas que nao levam a alteracdo do
namero total de cépias de um segmento de DNA dentro do genoma, como as
translocacdes balanceadas e inversées. Também, a normalizacdo da intensidade de
fluorescéncia duplicada gerada nas euploidias dificulta sua identificagdo. A
técnica também encontra emprego limitado em casos de mosaicismos. Esta ultima
limitacdo vem sendo superada com o aumento na experiéncia da interpretacao dos
resultados, e acredita-se ser possivel a deteccao de rearranjos cromossémicos

presentes em pelo menos 20% (77) ou 50% das células (29). Ha evidéncias
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recentes de que a técnica de array CGH seja capaz de diagnosticar casos de
mosaicismo que nao haviam sido detectados pelo caridtipo convencional (78-80).
Uma tentativa de se estimar o grau de mosaisismo através da comparacéo da
média logaritmica da razao de intensidade de fluorescéncia entre o DNA teste e
o DNA de referéncia e a média tedrica esperada foi estudada e revelou

resultados satisfatorios (81).

A aplicacao clinica do array CGH como ferramenta diagnéstica em pacientes
com disturbios mentais e de aprendizagem, associados a caracteristicas dismorficas,
vem sendo exaustivamente pesquisada (82-86), mostrando-se Util e reprodutivel
para diagnostico e caracterizagdo molecular deste grupo (87-95). Estes estudos tém
mostrado que a técnica de array CGH pode aumentar a taxa de diagndéstico em
relacdo ao estudo citogenético convencional em 20% a 30%, culminando com sua

incluséo nos fluxogramas de investigacdo genética deste grupo de pacientes (96).

O uso da técnica de array CGH na Medicina Materno-Fetal tem sido
recentemente testada. Em 2004, Schaeffer et al. (97) observaram um aumento na
taxa de deteccdo de alteracbes cromossémicas nao identificadas pela técnica
convencional em 9,8% de 41 casos de abortamentos espontaneos. Em tecido
pulmonar congelado de 49 fetos com multiplas malformacées e com cariétipo
normal que evoluiram para abortamento espontaneo ou interrupcao eletiva da
gestacao, Le Caignec et al. (98), em 2005, identificaram aumento na taxa de
deteccdo de 16,3%, usando a técnica de array CGH. Em um outro trabalho
retrospectivo, Rickman et al. (25) validaram duas plataformas de array CGH em

30 amostras de liquido amnidtico e vilo corial.
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Apdbs os estudos iniciais retrospectivos que introduziram a validagcao da
técnica de array CGH para diagnéstico pré-natal, comecaram a surgir os primeiros
estudos prospectivos. Em recentes publicagcées, Van den Veyver et al. (99)
encontraram achados anormais em 4,8% de 84 fetos com malformacdes a
ultrassonografia, e Kleeman et al. (100) encontraram a porcentagem de 8%
avaliando somente os fetos com cariotipo convencional normal, mostrando que

a técnica de array CGH é uma ferramenta promissora no diagnostico pré-natal.

Concluindo, a caracterizagdo do perfil genémico de fetos com defeitos
congénitos permite complementar o diagndstico citogenético, mostrando alteragbes
que nado poderiam ser detectadas devido ao nivel de resolu¢cdo obtido com o
bandamento G convencional. Mesmo as técnicas diagndsticas moleculares atuais
sao incapazes de detectar pequenas instabilidades genémicas, provavelmente
envolvidas com quadros dismorficos. Para superar esta limitagdo, um método
molecular que ndo envolve o cultivo celular e ndo requer conhecimento prévio
da regido gendémica envolvida — a hibridizacdo genémica comparativa baseada
em microarranjos (array CGH) — esta despontando como uma ferramenta Gtil na

citogenética molecular.

Considerando a utilidade clinica da técnica de array CGH, um estudo que
avalie sua aplicabilidade em um grupo de fetos com malformagbes detectadas
ultrassonograficamente e encaminhados para andlise citogenética pode contribuir
para o conhecimento das instabilidades genémicas submicroscépicas em fetos
dismérficos, bem como auxiliar na conducao destas gestacoes e no aconselhamento

genético das familias envolvidas.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a aplicabilidade da técnica de hibridizacdo genémica comparativa
baseada em microarranjos (array CGH) para o diagnostico de perdas e ganhos
gendmicos em fetos dismérficos e com cariétipo convencional normal ou com

alteracdes inconclusivas, em um laboratério de rotina de citogenética.

2.2. Objetivos Especificos

m Descrever os achados moleculares pela técnica de array CGH de ampla

cobertura genémica em sangue de cordao de fetos dismorficos.

m Avaliar a habilidade da técnica de array CGH em confirmar ou acrescentar
dados ao diagndstico citogenético por bandamento G, com 450 a 550
pares de bandas por lote hapléide, em fetos dismérficos.

m Correlacionar os ganhos e as perdas genémicas encontradas com algumas

malformagdes congénitas especificas.
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3. Sujeitos e Método

3.1. Desenho do estudo e tamanho amostral

Estudo prospectivo descritivo. Para tanto, ndo foi calculado tamanho

amostral minimo.

3.2. Selecao de sujeitos, coleta das amostras e dos dados clinicos

Foram selecionados para o estudo fetos com pelo menos uma malformagao
detectada em ultrassonografia pré-natal e que apresentavam cariétipo pelo
bandamento G, com resultado normal ou com suspeita de anomalias cromossdémicas
estruturais, admitidos no Programa de Medicina Fetal do Centro de Atengao Integral a
Saude da Mulher (CAISM) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)
no periodo de marco de 2007 a julho de 2009. Para fins deste estudo foram
consideradas somente as malformacdes fetais maiores, definidas como defeitos
congénitos que requerem intervencdo médica ou cirirgica e/ou acarretam significativo

impacto funcional ou cosmético (101). Como segundo passo, dentro da amostra
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inicial, foram selecionados os fetos que apresentavam malformagdes isoladas com
maior suspeita de associagdo com fatores genéticos relacionados a amplificagoes

ou deleg¢des genbmicas (17, 18) e fetos com multiplas malformagdes.

Foram excluidos fetos cujas maes apresentavam suspeitas clinicas ou
laboratoriais de doengas infecto-parasitarias, doencas metabdlicas e histéria de uso
de drogas ilicitas e alcool na gestacao, a fim de minimizar possiveis influéncias de
fatores teratogénicos e ambientais reconhecidos como fatores etiologicos de
malformacdes fetais (102-104). Foram excluidos também os fetos com resultados nao
satisfatorios na cultura para o bandamento G (falhas de cultura) e os fetos cujas
amostras sanguineas falharam na obtencdo de quantidade de DNA minima

necessaria para a aplicacao do método de CGH, mesmo apo6s sua amplificagao.

A coleta de amostra de sangue fetal foi realizada por cordocentese guiada por
ultrassonografia no Setor de Ecografia do CAISM, e seguiram o protocolo de
indicagdes e contra-indicagdes do procedimento de cordocentese do Setor de
Medicina Fetal do CAISM. Para a técnica de CGH foi coletada uma amostra de
sangue fetal em tubos com EDTA, em um volume que variou de 0,5ml a 3ml,
dependendo da idade gestacional e de limitacbes técnicas no momento da
cordocentese. Para os fetos que tiveram o estudo do cari6tipo através da analise do
liqguido amnidtico, a amostra sanguinea para o array CGH foi obtido através da
puncdo do corddao umbilical no momento do nascimento. As amostras foram
identificadas e encaminhadas para o Laboratério de Citogenética e Cultivo
Celular, pertencente aos Laboratérios Clinicos Especializados do CAISM, onde

todos os passos laboratoriais descritos a seguir foram realizados.
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Os dados clinicos incluidos no estudo foram obtidos nos prontuarios
meédicos das gestantes e dos recém-nascidos. Foi realizada a investigagao completa
dos sinais dismorficos descritos nos laudos ulirassonograficos, e foram revistos os
relatérios de avaliagdo clinica por neonatologistas e geneticistas clinicos, além de
relatorios de necropsia nos casos em que o estudo anatomopatoldgico foi realizado.
Os dados clinicos e laboratoriais foram registrados em uma ficha clinica preparada

para a entrada dos dados deste estudo (ANEXO 1).

3.3. Técnicas, exames e testes

3.3.1. Preparacao do DNA

O DNA gendmico foi extraido e purificado a partir das amostras de sangue
fetal através do Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison,
WI, USA), de acordo com o protocolo do fabricante para sangue total. Em seguida, a
concentracdo e a pureza do DNA foram quantificadas por absorbancia a 230, 260 e

280nm em um biofotémetro (BioPhotometer 6131, Eppendorf®, Hamburg, Germany).

A quantidade minima de DNA necessaria para a técnica de array CGH
empregada € de 1ug em uma concentracdo de 40ng/ul. Duas amostras nao
atingiram estes requisitos e foram submetidas a amplificacao direta pela técnica de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de genoma completo (Whole Genome
Amplification — WGA) utilizando-se para tal o GenomePlex® WGA2-kit (Sigma-
Aldrich, St Louis, MIl, USA), conforme protocolo do fabricante. Para estes casos,

a amostra de referéncia utilizada no array CGH foi também amplificada.
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3.3.2. Hibridizagdo Gendémica Comparativa baseada em microarranjos
(array CGH)

A técnica de hibridizacdo gendmica comparativa baseada em array foi
empregada utilizando-se o Constitutional Chip® 4.0 (PerkinElmer Inc., Turku,
Finland). Esta plataforma contém 4890 BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
clones, distribuidos ao longo de todos os cromossomos humanos, com média
de resolucao de menos de 650Kb, marcados em duplicata. O numero de clones
analisados e a média de resolucao de cada cromossomo estdo listados na
Figura 5. Neste total de 4890 BAC clones estao incluidos aproximadamente 900
clones para regides subteloméricas e 100 clones para regides pericentroméricas. A

técnica seguiu o protocolo do fabricante e sera descrita resumidamente a seguir.

Para cada experimento foram usados DNA extraido das amostras testadas
(DNA teste) e DNA como controle normal (DNA de referéncia) (Promega® Corp.,
Madison, WI, USA). As amostras foram preparadas na concentracao de 40ng/ul,

em um volume final de 25pl.

O DNA teste foi marcado quimicamente, utilizando um tubo com cianina 3
(Cy3) e outro tubo com cianina 5 (Cy5). A mesma marcacao foi realizada nos tubos
contendo DNA de referéncia, totalizando quatro tubos para cada caso (dois pares
de amostra/referéncia para cada caso em analise). Ao final da marcacao, o
DNA teste marcado com Cy5 foi precipitado juntamente com sua referéncia
marcada com Cy3, e vice-versa (Figura 6). Cada par de amostra/referéncia foi
hibridizado a 37°C em uma lamina por 16 a 18 horas. A hibridizacao ocorreu de

forma dupla para cada caso a fim de aumentar a exatidao dos resultados.
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Figura 5. Numero de clones analisados e média de resolugdo
de cada cromossomo na plataforma de array CGH empregada.
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Figura 6. Reacbes de marcagéao e hibridizagdo do
array CGH de forma dupla para cada caso testado.

Apés a hibridizagao, as laminas foram lavadas em trés etapas com tampdes
(Wash Buffer Pack, PerkinElmer Inc., Turku, Finland) e escaneadas usando o
GenePix® 4000B scanner (Axon Instruments, Molecular Devices Corp.) e ScanArray
Gx (PerkinElmer Inc.). As imagens geradas foram importadas para programas
especificos de analise das intensidades de fluorescéncia (GenePix® Pro 6.0,
Molecular Devices Corp. e ScanArray Express®, Microarray Analysis System

4.0.0.4), onde foram quantificadas e transformadas em razdes.

Em seguida, as médias das razdes de intensidade de fluorescéncia das
cianinas 3 e 5 para cada ponto na lamina (spof) foram analisadas e normalizadas

através de regressao linear (em uma escala log) pelo programa SpectralWare®
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v2.3.3 software (PerkinElmer Inc.) e marcadas em graficos, de acordo com a
localizagédo especifica de cada clone dentro do genoma. Os dados de cada par
de amostra/referéncia foram combinados e comparados, determinando padrdes
de normalidade, ganho ou perda para cada clone. A Figura 7 apresenta de

forma esquematica todas as etapas da técnica de array CGH utilizada.

O processamento pela técnica de array CGH foi realizado cronologicamente

apods o término das gestacoes.
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Figura 7. Fluxograma dos principais passos da técnica de array CGH a partir
da hibridizagdo: a) hibridizagdo; b) captura das imagens (arquivos de imagens);
¢) analise dos comprimentos de onda; d) decodificagdo das imagens (arquivo
numeérico); e) analise dos dados numéricos gerados; f) leitura dos resultados.

3.4. Anadlise estatistica, classificacao e interpretacao dos resultados

Os valores-limite de referéncia foram determinados pelo programa

(SpectralWare® v2.3.3 software -PerkinElmer Inc.) usando os critérios “Iterative
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2.5X Sigmas” e “Block Lowess”, considerando-se um intervalo de confianca de
99%. Os critérios de qualidade adotados para se considerar uma analise como
satisfatoria foram desvio padrao das razdes de intensidade entre duplicatas do
mesmo clone menos que 10% e valores de razdes de intensidade adequados para
analise em pelo menos 97,5% dos spots (77). Cada clone classificado como
alterado pelo programa foi revisto pelo pesquisador e foram considerados para
este estudo apenas os clones de regides cromossdmicas dos autossomos e que se
mostraram alterados em relacédo a sua referéncia em ambas as duplicatas nas

duas hibridizagbes (ou seja, nos quatro spots analisados para cada clone).

Em seguida, todos os clones considerados alterados foram submetidos a
pesquisa da presenca de variagbes do numero de cépias (copy number variation —
CNV) nos bancos de dados reconhecidos e disponiveis para consulta publica
pela rede internacional de computadores (42, 43). Em seguida, todas as regides
cromossémicas representadas pelos clones alterados foram pesquisadas na
literatura cientifica quanto a sua associacdo com o fenétipo apresentado pelo

feto em questéo (105-107).

Apos esta analise, para cada caso, os clones considerados alterados

foram classificados nos seguintes grupos:

l. Alteragdes descritas: clones que ndao compreendem regides de CNV
conhecidas e que apresentam descricdo na literatura cientifica pesquisada
de pelo menos um caso de associacéo entre o fenétipo do feto estudado e
a mesma alteragéo na regiao cromossémica (considerando-se banda e
sub-banda) a que corresponde o clone.
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Il. CNVs: clones cujas regides cromossémicas compreendem, total ou
parcialmente, pelo menos uma CNV descrita com a mesma alteragéo

encontrada no caso.

lll. Alteragbes nao descritas: clones que ndo compreendem regides de CNV
conhecidas e que nao apresentam descricdo na literatura cientifica
pesquisada de associacao entre o fenétipo do feto estudado e a regiao

cromossdmica a que corresponde o clone.

Alguns clones dos grupos Il e lll foram também selecionados para um quarto

grupo, chamado de alterac¢des de significado incerto, que inclui os seguintes critérios:

IV. Alterac6es de significado incerto (critérios):

a. Clones presentes em pelo menos dois casos de fetos com 0 mesmo

fendtipo.
b. Clones adjacentes (pelo menos dois clones).

c. Clones que compreendem regides de CNV, mas apresentam
descrigao na literatura de associagdo entre o fenétipo presente no

caso e sua regiao cromossOmica.

d. Clones que apresentam associacao descrita entre o fenétipo e sua regiao
cromossbémica, porém com alteracao diferente da presente no caso (uma

delecéo no caso em questao e uma duplicagcao descrita, e vice-versa).

e. Clones que apresentam descri¢cdo na literatura de associacdo entre o
fendtipo presente no caso e sua regido cromossémica ao nivel de

resolucdo de banda, porém néo de sub-banda (45).

Os clones alterados também foram analisados dentro dos grupos de
malformacoes fetais, identificando-se clones e regides cromossémicas recorrentes

entre fetos com mesmo fenotipo. Os grupos de malformacdes especificas foram
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compostos por fetos que apresentavam uma determinada malformacao na sua
forma isolada ou associada a outras malformacoes. Alguns fetos fizeram parte

de mais de um grupo.

Em dltima andlise, foram identificados os casos em que a técnica de
array CGH permitiu um diagndéstico molecular que provocaria uma mudanga no
diagnéstico citogenético inicial com provavel impacto clinico, incluindo-se aqui os

casos em que houve implicagdes no prognostico e aconselhamento genético.

3.5. Aspectos Eticos

Todas as gestantes cujos fetos foram selecionados para o estudo assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 2), previamente a
coleta do sangue fetal. Para todos os fetos submetidos aos procedimentos de
cordocentese ou amniocentese havia indicacao clinica para a investigagao invasiva,
segundo protocolo do servico. O material biolégico ndo utilizado (excedente ou
excluido) apds o processamento, foi armazenado para pesquisas futuras, conforme
as normas de armazenamento de material biolégico humano no ambito de projeto
de pesquisa, dos Laboratorios Clinicos Especializados do CAISM (ANEXO 3), com o
consentimento prévio das gestantes, conforme consta no TCLE. O trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas

da Unicamp (ANEXO 4).

Para os casos com resultados considerados de impactos citogenético e
clinico foram elaborados relatérios e encaminhados para estudos confirmatérios

e aconselhamento genético.
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4. Publicacoes

Artigo 1 — Prenatal diagnosis of a partial trisomy 13q (q14—qter): phenotype,

cytogenetics and molecular characterization through SKY and array CGH

Este artido apresenta o estudo do feto com defeitos congénitos e cariétipo
com alteragcdo cromossémica estrutural ndo conclusiva.

Artigo 2 — Copy number imbalances in fetuses with congenital malformation

and normal karyotype through a whole genome array CGH

Este artido apresenta os resultados da avaliagdo molecular por array CGH
dos 49 fetos incluidos neste trabalho com resultado de cariétipo normal.

Artigo 3 — Genomic imbalances detected through array CGH in fetuses with

holoprosencephaly

Este artido apresenta a discussdo detalhada da avaliagdo molecular por
array CGH do grupo de fetos portadores de holoprosencefalia e cariotipo
normal incluidos nesta pesquisa.

Artigo 4 — Prenatal diagnosis of copy number imbalances in fetuses with

congenital diaphragmatic hernia

Este artido apresenta a discussdo detalhada da avaliagdo molecular por
array CGH do grupo de fetos portadores de hérnia diafragmatica congénita
e cariotipo normal incluidos nesta pesquisa.

Publicagbes 97



FLUXOGRAMA DOS RESULTADOS OBTIDOS

‘50

1 Caso com alteragdo cromoss6mica 49 e
Casos com cariotipo normal

estrutural ndo conclusiva ao cariotipo) Catrespande s can d srtiza )

Corresponde ao caso do artigo 1)

| | l

48 1 Excluido por ndo preencheroscritérios de

qualidade técnica

45 (Casos com achados de
instabilidade gendmica)

3 (Casos com todos os clones
testados sem instabilidades)

13 {Casos com alteragbes
moleculares significativas)
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Abstract:

Partial trisomy 13q is an uncommon chromosomal abnormality with a variable phenotypic
expression. We report a prenatal diagnosis of a partial trisomy 13q in a fetus with partial
agenesis of the cerebellar vermis, partial agenesis of the callosum corpus, hydrops and
polyhydramnios. The morphological features at prenatal ultrasound, on clinical examination
immediately after birth, and at postmortem evaluation were described. G-banding
karyotyping, SKY and array CGH analysis of fetal blood were performed. The cytogenetic
result on fetal blood was 46,XX,add(4)(g28). The parental karyotypes were normal. A girl
was delivered at 34 weeks gestation and died within 2 h. An autopsy confirmed all the prenatal
findings and also showed agenesis of the diaphragm. Spectral karyotyping (SKY) identified
the additional material’s origin as being from chromosome 13. Array-CGH was carried out
and showed amplification of distal regions of the long arm of chromosome 13 from region
13q14 to qter. This is the first report of a fetus with molecular characterization of a partial
trisomy 13q (ql4—qter), present as de novo unbalanced translocation at chromosome 4q. Our
results confirm the usefulness of molecular characterization of malformed fetuses for prenatal

diagnosis and counseling. Also, they emphasize the importance of parental karyotyping.

Key words: Partial trisomy 13q; Prenatal diagnosis; Array comparative genomic hybridization;
SKY'; Hydrops; Dandy-Walker malformation; Corpus callosum agenesis; Diaphragm agenesis.

Introduction

Partial trisomy 13q is an uncommon chromosomal abnormality, with no well-
determined frequency. It has been described as having a variable phenotypic expression.
It may result from parental reciprocal translocations, parental pericentric inversions
(Chen et al., 2005) or de novo direct duplications (Hall et al., 2007).

We present a case of a partial trisomy 13q prenatally diagnosed on fetal blood,
initially detected as a chromosome 4 with an extra genetic material on the long arm and
subsequently confirmed to be 13q material with spectral karyotyping (SKY) and array

comparative genomic hybridization (aCGH).
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Clinical report

A 19-year-old primigravida woman was referred for prenatal diagnosis and genetic
counseling at 28 weeks gestation because of an abnormal sonogram that revealed Dandy-
Walker malformation and subcutaneous edema. The sonographic evaluation in our tertiary
fetal medicine center showed a single fetus with partial absence of the cerebellar vermis
(Dandy-Walker malformation variant) with an enlarged cisterna magna, partial agenesis of the
callosum corpus, hydrops and polyhydramnios. The fetus’s heart was morphologically normal
at fetal echocardiography. The fetal growth rate was normal for the gestational age.

There was no family history of congenital malformations or genetic disorders. Both
woman and her husband were healthy and nonconsanguineous. The mother was tested
negative for toxoplasma, parvovirus B19, CMV, herpes and rubella. Maternal diabetic
screening was negative. No atypical antibodies were found in her blood. A cordocentesis
was performed at 29 weeks gestation for karyotyping, and the parents gave informed
consent for further studies with the fetus blood.

Spontaneous labor began at 34 weeks gestation. A girl was delivered with a birth
weight of 3135 g (above 90™ percentile), and Apgar scores of 1 and 1 at 1 minute and 5
minutes respectively. The newborn presented with bradycardy (66 bpm), cyanosis,
hydropsy, hypotony, akinesia and abdomen distension. She died after 2 hours of life.

Neonatal evaluation revealed some dysmorphic features: short neck, low-set ears,
nasal bridge hypoplasia, camptodactyly (5™ finger at right hand, 4™ and 5" fingers at left
hand), clinodactyly (4th and 5" fingers, bilateral), and thin umbilical cord.

An autopsy confirmed the prenatal findings of agenesis of the callosum corpus
(total) and generalized hydrops. Additional findings were agenesis of the diaphragm and

severe pulmonary hypoplasia.

Genetic analysis

Routine cytogenetic analysis of the fetal blood using G-banded metaphase
chromosomes at approximately the 500-band level was performed. Extra material of
unknown origin attached to band q28 at chromosome 4 was revealed in twenty metaphase
spreads studied (Figure 1a). The cytogenetic result was assigned as 46,XX,add(4) (q28).

The parental karyotypes performed on lymphocytes were normal.
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Images produced by spectral karyotyping -SKY (Applied Spectral Imaging, Inc.,
Vista, CA, USA) identified the additional material’s origin as being from chromosome
13 (Figure 1b). In order to further characterize and refine the size of the translocated
segment of chromosome 13, array comparative genomic hybridization was carried out
using the Constitutional Chip® 4.0 (PerkinElmer Inc., Turku, Finland), comprised of
approximately 5000 BAC (Bacterial Artificial Chromosome) clones, covering the whole
human genome with an average resolution of ~ 650 kb and spotted in duplicate. This
molecular technique showed copy number gain of 89 BAC clones on the distal regions
of the long arm of chromosome 13, from region 13q14 to the terminal segment, with no
apparent loss of 4q and 13q material (Figure 2a and 2b). The proximal breakpoint was
located in clone RP11-142D16 (region 13q14.3-139q21.31, mapping 58.98 Mb).

Figure 1.a G-banded normal and derivative chromosome 4 from the fetus. b Metaphase
spread painted for chromosomes 4 and 13 demonstrating the additional material’s origin
as being from chromosome 13.

i(hadd
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Therefore, based on the knowledge gained from these molecular results, the

karyotype of the fetus was reassigned as 46,XX,der(4)t(4;13)(q28;q14).arr
13q14qter(58,974,200-114,005,800)x3 dn.
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Figure 2. Array CGH spectral view of chromosome 13 (a) and 4 (b) of the fetus
(Constitutional Chip 4.0).
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Discussion

To our knowledge, this is the first report of a prenatal diagnosis with molecular
characterization of a partial trisomy 13q (q14—qter) presented as de novo direct duplication
structurally rearranged at chromosome 4q.

Clinical features seem to be distinctive between the trisomy of the proximal and
distal regions of the long arm of chromosome 13 (Tharapel et al., 1986). Partial trisomy 13q
has been shown to have both a distinctive (Tharapel et al., 1986) and common (Nikolis
et al., 1991) phenotype resembling that of complete trisomy 13. The fetus presented here
does not show characteristic trisomy 13 major features. Although the association of
congenital diaphragmatic hernia (CDH) and trisomy 13 has been described, complete
bilateral agenesis of the diaphragm is a rare CDH variant with no previously described
chromosomal aberration etiology.

The published cases of partial trisomy 13q helped to delineate the variable

phenotype associated with this chromosomopathy (Rivas et al., 1984; Tharapel et al.,
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1986; Nikolis et al., 1991; Alba et al., 1999; Chen et al., 2005; Lin et al., 2007; Ribacoba et al.,
2008). Common phenotypic features described for partial trisomy 13q are: craniofacial
dysmorphism (bushy eyebrows, long curled eyelashes, prominent nasal bridge, long
philtrum, thin upper lip, microcephaly and hypotelorism), highly arched palate, short
neck, hemangioma, hexadactyly, urinary tract/kidney anomalies, umbilical/inguinal hernia,
intra-uterine growth retardation, and oligohydramnios. Other phenotypic features in child and
adult patients are: psychomotor retardation, hypoacusia, hypochromic anemia, splenomegaly,
ocular anomalies, convulsions and fatty acid disturbances.

This present case involves a trisomy for distal approximate three-quarters of 13q
(q14—qter). The proband neonate shares a few characteristic defects with the described
ones, such as short neck and low-set ears.

The association of the abnormal sonographic findings noted in the present case
(hydrops, agenesis of the callosum corpus and Dandy-Walker malformation) did not correlate
with other features previously described in cases involving partial trisomy 13q. This
inconsistent phenotype has already been mentioned even when the same region is in trisomy
(Tharapel et al., 1986). Even isolated, the abnormal findings have a poor correlation with
partial trisomy 13, as noted in the following discussion.

The percentage of chromosomal abnormalities in cases with nonimmune hydrops
fetalis has a large range in the recent literature, from 10 to 78% (Russel et al., 2008). The
association of fetal hydrops and trisomy 13 as in the present case is rare (Greenberg et al.,
1983; Landrum et al., 1986), and in a recent review of 434 fetuses with subcutaneous edema,
the authors did not find such association (Beke et al., 2009). Although no loss was found in
the present case at chromosomes 4 and 13 breakpoints, the association between terminal
4q deletion and severe hydrops has already been described (Mitchell et al., 1981; Russel
et al., 2008). Also, fetal ascites has been described in a case of combination of partial
trisomy 13 (13pter-13q12.3) due to maternal reciprocal translocation (Chen et al., 1999).

Our proband fetus presented with digital malformations at birth, supporting the
current hypothesis that the band 13q32 contains critical genes for digit formation
(Brown et al., 1993).

In relation to the structural defects in the central nervous system and the association

with partial trisomy 13, three fetuses with enlarged magna cisterna (Nyberg et al., 1991)
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and one child with corpus callosum agenesis (Marszal et al., 2000) have been published,
indicating a possible phenotype-genotype association. Applying a 244k oligonucleotide-
based array-CGH, candidate chromosomal regions associated with the Dandy-Walker
malformation and agenesis of the callosum corpus were recently delineated as deletions
in the 13q32.2-q33.1 and 13q32.3-q33.1, respectively (Kirchholff et al., 2009). Differently,
our fetus showed duplication in these regions.

Parental karyotype was assessed, and due to the excellent banding pattern and high
banding resolution, we found no need to perform array CGH analysis on these samples. After
karyotype analysis of twenty metaphase spreads we could confidently assign normal
karyotypes to both parents and indicate that the finding was not inherited but a de novo
genomic imbalance.

The majority of trisomy 13q cases (>90%) are from maternal origin (Hall et al.,
2007), typically due to errors in meiosis I, as in other autosomal trisomies. Many cases
are from parental balanced translocations, typically as pericentric inversions. Few cases
were described resulting from unequal crossing-over of a paternal pericentric inversion,
including trisomy 13g21—qter from paternal inv(13)(pl1g21) (Bourthoumieu et al.,2004),
trisomy 13g22—qter from paternal inv(13)(p11g22) (Williamson et al., 1980) and trisomy
13ql4.1—qter from paternal inv(13)(p12q14.1) (Chen et al., 2005). One case was described
resulting from a paternal translocation involving chromosome Y (46,X.der(Y),t((Yq;13q)pat
(Nikolis et al., 1991). Partial trisomy 13q (q14—qter) resulting from a de novo duplication, as
presented in this case, is very unusual [Rao et al., 1995; Chen et al., 2005) and such a
partial trisomy involving an unbalanced translocation at chromosome 4 was not found in the
consulted literature. Table 1 summarizes some of the structurally rearranged chromosome
involved with duplication of chromosome 13q.

As the number of fetuses with this particular condition is not sufficient to define a
characteristic prenatal phenotype-genotype correlation, this case with simple duplication
of the 13q here presented can contribute for a more precise clinical correlation. The
success and accuracy of such correlation depend upon the analysis of sufficient large
number of patients with complete phenotypic malformations and molecular description

of identical chromosome aberrations.
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The molecular characterization of malformed fetuses is important for prenatal

diagnosis and counseling. Array CGH successfully identified the additional genetic material

origin, with its precise location and size, but it cannot describe the specific chromosome

organization. This molecular diagnosis can be completed in timely manner, making it

particularly suitable for prenatal proposes. Thus, the present case also emphasizes that array

CGH may not replace karyotype analysis, but it can complement and extend current

methods for a precise prenatal diagnosis and characterization of syndromes.
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Table 1. Structurally rearranged chromosomes involved with duplication of 13q.

13q duplicated region Other chromosome region involved

Author and year

q32-qter
q22
q22-qter
q22-qter
ql2
ql4-qter
pter-q12
q22-qter
q21

q22
pter-q12.3
q22
q22-qter
q22-qter
q34

q

ql4d
q21-qter

6921 and 1822

Rao et al., 1995 [21]
Bonioli et al., 1981 [23]
Alba et al., 1999 [6]
Ribacoba et al., 2008 [8]
Jones et al., 1979 [24]
Martin-Lucas et ., 1982 [25]
Lukusa et al., 1999 [26]
Chen et al., 2005 [22]
Jotterand and Juillard, 1976 [27]
Rivas et al., 1984 [5]

Chen et al., 1999 [14]

Chu et al., 1994 [28]

Yu et al., 1995 [29]

Cekada et al., 1999 [30]

Di Bella et al., 2006 [31]
Dries et al., 2003 [32]
Nikolis et al., 1991 [4]
Quadrelli et al., 2009 [33]
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Abstract:

Objective: Our aim was to describe the molecular analysis through array comparative
genomic hybridization (array CGH) in a group of fetuses with sonographically diagnosed
anomalies and normal metaphase karyotype.

Methods: A whole genome BAC-array based CGH was carried out in fetal blood samples.
All cytogenetic alterations were matched against the known CNV databases and tested
for published clinical correlation.

Results: The array CGH analysis showed loss or gain in 45 out of the 48 studied fetuses
(93.7%), including one complete trisomy, with a total of 406 copy number imbalances, 184
(45.3%) at described copy number variations (CNV) regions. For 165 clones (40.7%)
there was neither correlation with CNVs nor with reported clinical correlation in the
literature. The chromosome 4 and chromosome 15q11.2 region were most commonly
affected. There were complete correlation between the chromosomal alteration and the
fetus defect in 16 fetuses (33.3%).Thirteen out of the total of 48 fetuses (27%) showed
12 deletions and 3 duplications that lead to cytogenetic diagnosis with clinical impact.
Conclusion: Our results may contribute to verify the effectiveness and applicability of the
molecular technique of array CGH for prenatal diagnosis purposes, and also to elucidate the

submicroscopic genomic instability of malformed fetuses with normal metaphase karyotype.

Keywords: prenatal diagnosis, array comparative genomic hybridization, fetal abnormalities,

genetic pathways, molecular biology.

Introduction

Karyotype analysis of cultured cells has proved to be highly reliable to identify
chromosome copy number abnormalities such as aneuploidies and large structural
rearrangements, and it is considered the gold standard for prenatal diagnosis. On the other
hand, it is time and labor consuming; besides the cell culture failure is still a major issue to be
overcome. Array-based comparative genomic hybridization (array CGH) is a recent
comprehensive genome-wide screening strategy for detecting DNA copy number imbalances
in a fast, non-dependent of known chromosomal regions involved as the FISH techniques, and

with a much higher resolution than karyotype banding analysis. In this manner, array
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CGH has the potential to be used for prenatal diagnosis, addressing many of the limitations of
both conventional and molecular strategies current available.

The aim of this study was to describe the molecular analysis through a whole genome
array comparative genomic hybridization in a group of fetuses with sonographically diagnosed
anomalies and normal metaphase karyotype, in an attempt to improve the knowledge of

the submicroscopic abnormalities presented in these malformed fetuses.

Methods
Patients and samples

This study was carried out prospectively during a 19-month period (from January
2008 to July 2009), after the protocol approval by the institution’s ethical committee. The
inclusion criteria consisted of fetuses with an ultrasound diagnosis of at least one major
abnormalities and normal G-banding karyotype. Among the consecutive fetuses that fulfilled
these inclusion criteria, we selected fetuses with single congenital defects strongly suspected to
be related to genomic amplification and deletion; and fetuses with multiple congenital
anomalies (MCA). The fetal karyotype analysis was performed using G-banded metaphase
chromosomes at approximately the 400-500-band level.

Fetal samples were collected by cordocentesis at different week’s gestation for
karyotype and for this research, according to the guidelines of the Fetal Medicine Program of
the Center for Integral Assistance for Women’s Health of the State University of Campinas
(Unicamp). When the fetus karyotype was performed on the amniotic fluid, the fetal blood
sample was collected from the umbilical cord at the delivery time. All parents gave
written informed consent before testing.

Clinical data were obtained through the medical records. Besides demographic
characterization, it included the complete findings from antenatal ultrasound recorded,
the babies’ features observed through clinical examination by a neonatologists and a

geneticists after birth, the cytogenetic results and autopsy findings.

Molecular study:
Genomic DNA was extracted and purified from fetal blood by means of the

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to
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manufacturer’s protocol for whole blood. For two samples, fetal DNA and reference DNA
were amplified by whole genome amplification (WGA) using GenomePlex® WGA2-kit
(Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA), according to manufacturer’s instructions. DNA
concentration and quality were estimated using a biophotometer (BioPhotometer 6131,
Eppendorf®, Hamburg, Germany).

Array Comparative Genomic Hybridization was carried out using the commercially
available Constitutional Chip® 4.0 (PerkinElmer Inc., Turku, Finland), composed of 4890
bacterial artificial chromosome (BAC) clones, covering the whole human genome with
an average resolution of < 650 kb and spotted in duplicate.

For each experiment, a normal reference DNA (Promega Corp., Madison, WI,
USA) was used. An equal amount of normal reference DNA was amplified in parallel
with test DNA for the two WGA amplified cases. All experiments included dye reversal
and two array hybridizations to eliminate any experimental bias caused by Cy-dyes and
to obtain an accurate ratio. The labeling and hybridization steps involved reagents
supplied by the array manufacturer (PerkinElmer Inc., Turku, Finland). The labeled
DNA was hybridized to Constitutional Chip® 4.0 at 37°C for 16-18 hours.

Data analysis and interpretation:

After post-hybridization washes, slides were scanned, and captured TIFF images were
analyzed by either the GenePix® Pro 6.0 (Molecular Devices Corp.) or the ScanArray
Express® (Microarray Analysis System 4.0.0.4) software. After quantification of the
raw intensity values, the cyanine 5 and cyanine 3 average ratio fluorescence intensities
for each BAC clone on each of the duplicate arrays (gpr files) were uploaded into the
web-based SpectralWare® v2.3.3 software package (PerkinElmer Inc.), normalized with
linear regression algorithms (on a log, scale) and plotted according to the BAC
chromosomal location. The raw data from dye-reversed pairs were combined, and threshold
values were ascertained to make inferences according to a clone-by-clone classification
procedure to determine the gain, loss and no change status of each clone for each subject,
relative to the diploid reference DNA. Data were normalized using the default “Pin Linear”
parameter and the threshold values were determined by the software using the “Iterative

2.5X Sigmas” algorithm. Subsequent normalization of the data with “Block Lowess” method
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was performed for verification of copy number changes. The quality criteria adopted
included standard deviation of the intensity ratios among the duplicates less than 10% and
more than 97.5 % of spots with adequate intensity ratio values for analysis [1]. Clone-
by-clone changes were reviewed and only those aberrations detected in both hybridizations
(four replicates) were studied further. Abnormal clones involving the Y and X chromosomes,
as they were unlikely to be linked to the included fetuses phenotype, were discounted
from further analysis.

All cytogenetic alterations detected on the arrays were matched against two known
publicly online databases for copy number variations (Database of Genomics Variants and
Copy Number Variation) and they were also tested in online scientific literature searching for

a clinical correlation (Medline, OMIM, DECIPHER).

Results
Clinical and samples characterization

Forty nine unrelated fetuses were included in this study. For all families, both
women and their husbands were healthy and no consanguineous. There was no family history
of congenital malformations or genetic disorders, although three families related previous
history of newborn death without definitive diagnosis. The mean maternal age was 26
years old (range 14-41), with a parity varying from zero to six. Eleven women had
previous spontaneous abortions, eight out of them with just one abortion episode, two
with 2 abortions and one woman with 4 previous abortions. None of the aborted
products were investigated for cytogenetics aberrations. The mean gestational age at the
moment of the fetal sampling was 29 weeks of gestation (range 21-39).

One analysis was noted not to be optimal according to quality control criteria and
was further excluded. The mean DNA concentration in the fetal samples was 189 ng/ul
(range from 46ng/ul to 515ng/ul), including the two samples after WGA.

In 32 fetuses the congenital defect presented as an isolated one and in the
remaining 16 fetuses there were multiple congenital anomalies (MCA). The total fetal

defects are listed in Table 1.
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Table 1- Fetal anomalies observed in the study population of 48 fetuses
Fetal anomaly N. cases

Congenital Diaphragmatic Hernia 12
Ventriculomegaly
Holoprosencephaly
Congenital heart defect
Nonimmune Hydrops
Dandy-Walker Malformation
Omphalocele
Multiple Congenital Anomalies
Total

OO\ — = WA A

Ao—

Clones and chromosomes analysis:

The array CGH analysis showed loss or gain of chromosomal material in 45 out of the
48 studied fetuses (93.7%). One fetus with congenital diaphragmatic hernia (CDH) showed a
complete trisomy of chromosome 13, in spite of the normal result from referring
laboratory on amniotic fluid at 24 weeks of gestation. A total of 406 copy number
imbalances were present, excluding the 122 copy number gains in the trisomic fetus,
with a mean of 8 abnormal clones for each fetus, ranging from zero (in the three
completely normal cases) to 37 clones. Two hundred and three of the abnormalities were
deletions and the same number of abnormalities was duplications.

One hundred and eighty four of the observed copy number imbalances (45.3%)
were at described copy number variations (CNV) regions. For 57 clones (14%) we found at
least one reported correlation between the fetus malformation and the same chromosomal
region (considering bands and sub-bands), at non-described CNVs regions in the consulted
literature. For the remaining 165 clones (40.7%) there was neither correlation with CN'Vs nor
with reported genotype-phenotype in the revised literature.

The clones present in at least two fetuses with the same malformation, or clones
present in contiguous chromosomal regions, or clones with described correlation between the
fetus malformation and the clone chromosomal region but not considering the sub-bands
or not considering the same chromosomal aberration in the consulted literature were eligible
as “alterations with suspect significance”. There were a total of 114 clones (28% of the 406
abnormal clones) in the cited situations. The complete algorithm for clones’ classification

results is outlined in Figure 1.
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Figure 1- Algorithm for clones’ classification array CGH results in 48 malformed fetuses
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The chromosomes most commonly found to have copy number imbalances were

the chromosome 4 (54 clones), 15 (53 clones) and 1 (37 clones), and the less affected

was the chromosome 21 (2 clones, 1clone in each of the 2 affected cases). The list of the

number of abnormal clones found in each chromosome is shown in Table 2.

The chromosome region most commonly found to have aberration in copy

number was 15q11.2, with 10 our of the 48 fetuses presenting deletion in this region,

followed by the 15922 and 15g25.2, with four fetuses presenting copy number deletions

in each of these regions.
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Table 2- Number of abnormal clones and affected cases in each chromosome in 47(*)
malformed fetuses through array CGH

Chr N of abnormal clones N of affected cases
4 54 9
15 53 19
1 37 21
9 29 15
6 28 17
17 24 14
2 22 17
16 22 14
10 20 13
7 20 10
5 19 14
11 15 8
8 14 10
12 14 11
3 13 10
14 12 7
19 12 5
22 12 9
18 7 7
20 7 6
13 5 4
21 2 2

(*)Excluding the fetus with trisomy 13

Cases analysis:

We identified that in 16 fetuses (33.3% of the 48) there was correlation between
the same chromosomal alteration in the same chromosomal regions and the congenital
anomaly presented by the fetuses in at least one report in the consulted literature.

Also, we found that 13 out of the total of 48 fetuses (27%) showed 15 genomic
imbalances that lead to cytogenetic result alteration with clinical impact, which could
provide additional information for prenatal genetic counseling and risk assessment,
including the fetus with complete trisomy of chromosome 13. Based on the physical
mapping positions as obtained from the March 2006 Assembly of the UCSC Genome
Browser, the size of the affected regions was determined and is shown in Table 3.

In 39 out of the 45 fetuses (86.7%) with copy number gain or loss, there was at

least one CNV described in the affect clone representing region.
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Table 3- Summary of the cases with abnormal array CGH significant results in 47(*)
malformed fetuses with normal G-banded karyotype

Case Fetal anomaly Chromosomal N.of abnormal Estimated size
abnormality clones in the region (Mb)
#12 Omphalocele Del 15q11.2 3 248
Del 9q34.3 2 3.12
#14 Holoprosencephaly  Dupl 11p15.5-pter 3 0.08
Dupl 19q13.1-q13.2 2 1.34
#15 Holoprosencephaly Del 5q12-q13 2 0.65
#26 MCA Del 9p22-p24.3 7 13.63
#35 MCA Del 4p15.1-p16.3 33 24.62
#38 CHD Del 15q11.2 3 1.08
#41 NIH Del 14q32.33 2 0.23
#42 NIH Del 15q25.2 2 1.90
#43 MCA Del 15q11.2 2 0.23
#46 MCA Del 9p12 2 1.21
#48 MCA Del 15q11.2-q13.1 14 4.36
Del 9p13.1-q12 5 29.98
#50 MCA Del 15q11.2 4 1.08

(*)Excluding the fetus with trisomy 13

Cases #12, #14 e #48 presented 2 chromosomal abnormalities.
MCA = Multiple Congenital Anomalies

CHD =-Congenital Heart Defect

NIH = Nonimmune Hydrops

Mb = Megabases

Del = deletion; Dupl = duplication

Discussion

We reported the molecular findings of a selected group of 48 malformed fetuses
with normal G-banded karyotype through a whole genome BAC array CGH approach
and we identified abnormalities of copy number in 93.7% of these fetuses, excluding
rearrangements at the Y and X chromosomes.

Retrospective and validation studies have demonstrated the usefulness of array
CGH in prenatal diagnosis from different fetal samples and tissues [2-4], even in cell-free fetal
DNA [5-7]. In recent years, prospective prenatal studies have been published [8-10] and
proved to be an accurate diagnostic tool. The reported studies have used different methods for
fetuses’ selection, study design, array platforms and even results interpretation, making
them few comparable.

For this study, we did not consider only the phenotype definition based on the
requisition forms, that can not always reflect the true or complete fetus phenotype, but
we confirmed the prenatally diagnosed malformations with postnatal or post morten

evaluation. In a recent prospective study, from the total of 84 samples submitted due to
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ultra-sound abnormalities indication, in 20 cases (23.8%) the specific malformation was
not specified on the records [10].

Also, we included only congenital malformations with a heterogeneous but strong
genetic background, and fetuses with multiple congenital malformations. In both situations is
expected a high prevalence of genetic abnormalities and it can explain our high detection rate
of fetuses with copy number imbalances. In a preliminary study, we showed this fetuses’
selection according to specific defect to be useful for prenatal diagnosis [11]. In the first
prospective study in prenatal diagnosis, Sahoo et al. [8] reported a detection rate of
chromosomal abnormalities of 43% of the 98 studied fetuses. Subsequent studies could not
found the same rate. In an unselected group of 50 malformed fetuses with normal karyotype,
Kleeman et al. [12] found 4 fetuses (8%) with abnormal array results. Studying a comparable
number of cases, by including only fetuses with at least three anomalies and a target array of
287 clones, Le Caignec et al. [2] found array abnormalities in 16.3% of the 49 investigated
fetuses. Using the same target array CGH to study retrospectively 37 malformed fetuses with
at least two anomalies and normal karyotype, Vialard et al. [4] found abnormal results in 4
fetuses corresponding to 10.8%. Although the number of fetuses with copy number changes in
our study was much higher than other reports, the number of fetuses with described CNV's

among the detected genomic imbalances failed to show such a difference (Table 4).

Table 4- Number of fetuses with copy number abnormalities and copy number variation
(CNV) in recent prenatal array CGH studies

Study N of included Fetuses with Fetuses with
fetuses chromosomal imbalances CNV

Machado et al. (*) 48 45 (94%) 39 (87%)
Le Caignec et al. (2005) 49 8 (16%) NL

Sahoo et al. (2006) 98 42 (43%) 30 (71%)
Shaffer et al. (2008) 157 % 15 (10%) 12 (80%)
Kleeman et al. (2009) 50 4 ( 8%) 3 (75%)
Vialard et al. (2009) 37w *k 4 (10%) NL

Van den Veyver et al. (2009) 300 58 (19%) 40 (69%)

(*) Present study

** Considering only prenatal specimens

*#%* *Considering only fetuses with normal karyotype
NL = not listed

The availability of the recent array CGH platforms for fetal chromosomal

investigation, including the oligonucleotide arrays [13], has brought some controversy over the
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ideal genetic testing for prenatal diagnosis [14-16]. The time and effort required for
distinguishing the pathogenic and benign findings increases as the resolution of the array CGH
increases, but uninterpretable results occur with all array CGH platforms [16]. Considering
this, we selected the array CGH resolution used here according to our research objectives that
did not include clinical decision for the pregnancies.

The imbalances were scattered over all chromosomes, but it appears not to be in a
randomly distribution. There was a great difference between the chromosome 4 with 54
abnormal clones and the chromosome 21 with 2 abnormal clones. The chromosomes 4, 15 and 1
appeared with the greater number of abnormal clones, and the chromosome 1 was the most
affected with 21 fetuses presenting some genomic imbalance, followed by the chromosome 15
with 19 affected fetuses. The chromosome 21 showed the smaller number of abnormal clones,
followed by the chromosome 13 and 18. As they are the main chromosomes related to
trisomy, our results suggest that the chromosome 21, 13 and 18 are most commonly involved
in numeric aberration than in structural chromosomal aberrations in malformed fetuses.

The region exhibiting the highest number of anomalies in our series of fetuses was
15q11.2, the region known to be associated with Prader-Willi and Angelman syndromes. It
was present in 10 out of 45 fetuses with copy number aberrations and it was the most affect
chromosomal region involved in the cases we considered with clinical impact. Although the
proximal 15q region is riddled with CNV content, it is composed by important conserved
genes in vertebrates [17, 18], and a deletion of this region may be pathogenic [17]. The
deleted 15q cases in our study lacked the main characteristic clinical features of the syndrome,
highlighting the value of array CGH studies for prenatal diagnosis, in which the prenatal
clinical manifestations may not be specific enough for focused FISH analysis.

Interesting, a fetus that appeared to be normal at the G-banding karyotype in
amniotic fluid from a referring laboratory, showed a complete trisomy through the array
CGH testing. This fetus had an isolated form of congenital diaphragmatic hernia, with no other
abnormalities identified in prenatal ultra-sound and neonatal clinical evaluation. Although
intensive neonatal care, the newborn male baby died within 30 days of life, previously to the
array CGH result. The metaphase spread slide from the referring laboratory was not
available in order to check for the discordant causal identification. However, the possibility of

a low-level mosaicism can be pointed as probable causes, considering the complete
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absence of associated dysmorphic features in the affected fetus and the limitation of the G-
banding technique in detecting these mosaicisms.

As submicroscopic imbalances detected by array CGH in malformed fetuses are
still beginning to be reported, we compared our abnormal results not only with other array
CGH studies to investigate possible clinical correlation, but with any kind of cytogenetic
evaluation. With the purpose of comparing our results with published reports on fetuses with
the same malformations, we found that in 16 fetuses (33.3%) there were described the same
chromosomal alteration in the same chromosomal regions. Additional research is needed to
further establish the role of the related chromosome regions in congenital defect pathogenesis.

Very little is known about the natural history and range of clinical variability
associated with recently described submiscroscopic deletions and duplications detected
by array CGH. It is worth noting that the presence of a deletion or duplication alone does
not necessary mean that the copy number alteration causes the observed phenotype and we
can not also assure to consider a copy number imbalance as to be pathogenic on the basis only
of the association with fetal malformation indentified by ultrasound examination. However,
the fetus presenting a significant structural anomaly has a high a priori risk of having a
pathogenic genetic abnormality and, as is true for any test, the found copy number imbalance
is more likely to be a true positive pathogenic one. In this group of malformed fetuses,
we considered that at least 13 out of the 48 fetuses (27%) have some significant genomic
imbalance according to the size and content of the abnormality, leading to cytogenetic
result modification with clinical impact.

In this group of fetuses with significant genomic imbalances, excluding the fetus
with trisomy of chromosome 13, the other twelve fetuses presented 13 deletions among the 15
identified genomic imbalances. This result is in concordance with the widely accept concept
that deletions are more pathogenic than duplications [19].

Reviewing the 3 cases with aberrations greater than 10 Mb of size in the array
analysis, we may conclude that the low quality of the obtained metaphase spreads could
not show the chromosomal abnormalities. In one case (#26), the fetal karyotype result
was indicated as normal, but with the advertisement of repeating the analysis after birth
because a suspected structural abnormality involving chromosome 9. This abnormality was

confirmed to be a 13.6 Mb deletion at the 9p22-p24 region by the CGH. Conversely, the
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remaining 12 chromosomal aberrations identified through the array were smaller than 5
Mb, under the G-banded karyotype resolution, 10 out of them smaller than 3 Mb, even
under the CGH to metaphase chromosomes resolution.

The indicated significant chromosomal regions are supported when considered that a
copy number imbalance in such region was recurrent in fetuses with the same phenotype
and when the same genotype-phenotype correlation has been already described. This way, we
could identify some clones with uncertain but putative significance that provided a list of
chromosomal regions of clinical interest for further molecular evaluation. Additional and
confirmatory researches are needed to further establish the role of genes from this
chromosome region in the pathogenesis of each specific congenital defect.

The inheritance background of our findings is unknown as we could not perform the
parents’ array CGH analysis. Even though, candidate chromosomal regions cannot be
determined solely by using linkage analysis of familial cases. Other approach to determine
which genes are involved consists in analyzing a large number of patients for common
aberrations by use of high resolution genetic methodologies, such as array CGH. Here, we
contributed for this evaluation. Novel molecular analysis of congenital malformation-critical
chromosomal regions may ultimately define smaller regions and identify genes responsible
for them. Subsequently, sequence analysis of genes mapped to this critical regions may
reveal gene mutations and contribute to the identification of causative genes for congenital
defects in human is a current goal as genetic treatment is a future challenger.

In our study, we were able to achieve optimal results using the array CGH protocol
described here in quantities of fetal DNA as little as 43 ng/ul, overcoming the limitations of
the many prenatal diagnostic assays, including the oligonucleotide array platforms. For only
two samples we had to perform the whole genome amplification (WGA) before the array
CGH analysis. The use of WGA products have been previously used for BAC array CGH and
have produced results concordant with those using unamplified genomic DNA with no
detectable amplification bias [8].

Microarray-based CGH is a powerful method to detect and analyze genomic
imbalances that are well below the level of detection on banded karyotype. Other advantages
of this molecular method is that it does not involve cell culture, does not require prior

knowledge of the genomic region involved and the ability to study cases where only DNA is
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available and no chromosomes can be obtained. The method was reproducible in a clinical
standpoint, with reliable and fast results. Thus, we could also reinforce the establishment of the
technique of array CGH as an excellent tool for prenatal diagnosis. But, it is important to
emphasize that array CGH may not replace karyotype analysis, but it can complement and
expand current methods for a precise prenatal diagnosis and syndromes’ characterization.
In summary, using a whole genome BAC array CGH, we identified copy number
imbalances in fetuses with isolated and multiple congenital anomalies that could not be
detect by metaphase karyotype, especially in prenatal samples where the band resolution may
be compromised. It should help to better understand the etiology of some congenital defect
with prenatally manifestation. Additional research is needed to further establish the role
of genes from related chromosome regions and to reach a consensus on the optimum

platform of an array for clinical use in prenatal diagnosis.
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Abstract:

Objective: Holoprosencephaly (HPE) is heterogeneous in pathogenesis, integrating genetic
susceptibility with the influence of environmental factors. Submicroscopic aberrations may
contribute to the etiology of HPE. Our aim was to report the molecular analysis of 4 fetuses
with HPE and normal metaphase karyotype. Methods: A whole genome BAC-array based
Comparative Genomic Hybridization (array CGH) was carried out in fetal blood samples. All
potential cytogenetic alterations detected on the arrays were matched against the known CNV
databases. Results: The array CGH analysis showed copy number gains and losses in all
cases. We found a recurrent deletion in 15q14 (clone RP11-23J11) and in 15922 (clone
RP11-537k8) in 2 out 4 cases analyzed. We also observed submicroscopic gain in 6p21 in 3
out of 4 fetuses in nearby clones. All these regions were tested in known databases and no
copy number variations (CNV) have been described for them. Conclusion: This is the first
report of molecular characterization through a whole genome microarray CGH of fetuses
with HPE. Our results may contribute to verify the effectiveness and applicability of the
molecular technique of array CGH for prenatal diagnosis purposes, and contributing to the

knowledge of the submicroscopic genomic instability characterization of HPE fetuses.

Keywords: holoprosencephaly; array comparative genomic hybridization; prenatal diagnosis;

genetic causes; molecular biology.

Introduction:

Holoprosencephaly (HPE, OMIM 2361000) is the most common developmental
defect of midline cleavage in human embryonic forebrain, with a variable phenotypic
expression. Its estimated prevalence is of 1:16,000 live-births [1] and 1:250 conceptuses
[2], but it should be higher considering the current advances in neuroimaging that allow the
diagnosis of less severe forms of this malformation. The association of holoprosencephaly
with other fetal structural and chromosomal abnormalities justifies a detailed investigation
of the fetal morphology and karyotype.

Our current understanding of the pathogenesis of HPE attempts to integrate
genetic susceptibility with the epigenetic influence of environmental factors. Identifiable
genetic causes in humans account for about 15-20% of all cases [3]. The most common

chromosomal abnormality associated to holoprosencephaly is the trisomy 13. To date,
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known human mutations at least 12 different genetic loci have been associated with HPE
[4], but a very small percentage of all cases has a molecularly defined HPE. Therefore,
submicroscopic aberrations may contribute to the etiology of HPE.

The aim of this study was to report the molecular findings through a whole
genome array comparative genomic hybridization (array CGH) of 4 fetuses with prenatal
ultra-sound diagnosis of HPE in an attempt to improve the knowledge of the submicroscopic

abnormalities presented in these malformed fetuses.

Methods:
Patients and samples:

For this study, fetuses with holoprosencephaly as an isolated brain malformation,
no recognized genetic syndrome, and normal metaphase karyotype delivered between
January 2008 and July 2009 were prospectively included. This study was carried out
after the protocol approval by the institution’s ethical committee.

The fetal and parental karyotype analysis was performed using G-banded
metaphase chromosomes at approximately the 500 band level. All the parents gave
informed consent. The presence and morphologic classification of HPE was confirmed
by postnatal MRI (magnetic resonance imaging) or autopsy reports. Maternal diabetes
mellitus, drug ingestion, exposure to alcohol and infections were excluded.

Fetal blood samples were collected by cordocentesis at different week’s gestation
for karyotype, according to the guidelines of the Fetal Medicine Unit of the Women’s

Hospital of the State University of Campinas (Unicamp).

Molecular study:

Genomic DNA was extracted and purified from fetal blood by means of the
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to
manufacturer’s protocol for whole blood.

Array Comparative Genomic Hybridization was carried out using the Constitutional
Chip® 4.0 (PerkinElmer Inc., Turku, Finland), comprised of approximately 5000 BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) clones, covering the whole human genome with an

average resolution of < 650 kb and spotted in duplicate.
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For each experiment, a sex-mismatched normal reference DNA (Promega Corp.,
Madison, W1, USA) was used. The DNA concentrations used were 40ng/ul. All experiments
included dye reversal and two array hybridizations to obtain an accurate ratio. After
post-hybridization washes, slides were scanned, and captured images were analyzed by
either the GenePix® Pro 6.0 (Molecular Devices Corp.) or the ScanArray Express®
(Microarray Analysis System 4.0.0.4) software.

After quantification, the cyanine 5 and cyanine 3 average ratio fluorescence
intensities for each BAC clone on each of the duplicate arrays (gpr files) were uploaded into
the web-based SpectralWare® v2.3.3 software (PerkinElmer Inc.), normalized with linear
regression algorithms (on a log2 scale) and plotted according to the BAC chromosomal
location. The raw data from dye-reversed pairs were combined, and threshold values were
ascertained to make inferences according to a clone-by-clone classification procedure to
determine the gain, loss and no change status of each clone for each subject, relative to the
diploid reference DNA. The threshold values were determined by the software using the
“Iterative 2.5X Sigmas” algorithm. Subsequent normalization of the data with “Block
Lowess” method was performed for verification of copy number changes. The P values for
each probe were also calculated, furnishing additional objective statistical criteria to determine
whether deviation of each probe from zero is a significant change [5]. The quality criteria
adopted included standard deviation of the intensity ratios among the duplicates less than 10%
and more than 97.5% of spots with adequate intensity ratio values for analysis [6]. For each
analysis, all quality control metrics were noted to be optimal. Clone-by-clone changes were
reviewed and only those aberrations detected in both hybridizations were studied further.

All potential cytogenetic alterations detected on the arrays were matched against
the known online databases to determine whether they encompassed described copy

number variations (CNV) regions.

Results:

Four unrelated fetuses were included in this study. There was no family history of
congenital malformations or genetic disorders. Both women and their husbands were healthy, no
consanguineous and presented normal chromosomes at G-band analysis of peripheral blood.

The morphological classification of HPE, maternal age, gestational age of the fetal sampling,
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fetal karyotype result and the number of genomic imbalances observed in each case is
shown in Table 1. The array CGH analysis showed copy number gains and losses in all cases.

We identified recurrent deletion in 15q14 and in 15g22 in 2 out 4 cases analyzed.
Based on the physical mapping positions as obtained from the March 2006 and February
2009 Assembly of the UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), the size of the
deleted regions were determined to be 40,492 bp (37,806,124-37,846,615) and 174,345
bp (62,082,000-62,256,344), respectively. We also observed a recurrent copy number
gain in 6p21 region in 3 out of 4 evaluated fetuses involving different but close clones
(Figure 1). The complete list of abnormal clones found in the four fetuses is listed in
Table 2. Details about the recurrent abnormal clones are listed in Table 3.

All the identified common regions were tested in known databases and four copy
number variations (CNV) were found and excluded. They were gain at 1p36, 2q37.3 and
9q34, and loss at 5q13.

Table 1 — Maternal age, HPE classification, gestational age of cordocentesis, karyotype
results and total number of abnormal clones found in 4 fetuses with holoprosencephaly.

Case#  Maternal age HPE GA of Karyotype Total number of
(years) classification cordocentesis abnormal clones
#1 36 Lobar 33 46,XX 20
#2 14 Lobar 31 46,XY 17
#3 28 Semi lobar 31 46,XY 22
#4 28 Alobar 27 46, XY 5

GA= gestational age (weeks).

Table 2 — Abnormal clones detected in 4 fetuses with holoprosencephaly using whole

genome array CGH.
#1 #2 #3 #4
G L G L G L G L
RP1-283E3 RP11-328L16 RP4-628J24 RP11-23]11 RP11-625N16 RP11-91G12  RP11-353K11

RP1-160H23 RP3-375M21 RP1-77N19  RP11-537K8 RP11-118M12 RP11-352A18 RP5-1011017
RP11-602P21 RP11-173D3 RP5-856Gl1 RP11-300G13 RP3-462C17 RP11-551B22 RP11-15M20

RP11-48C7 RP1-86C11 RP11-483F11 RP11-3G21 RP1-103M22
RP1-44H16 RP3-428L16 GS-261-B16  RP11-107019 RP11-80F22
GS-908-H22 RP3-366N23 RP11-416K5  RP11-23J11

RP5-908H22 RP11-173G21 RP11-160E2  RP11-537K8

RP11-598F7 RP11-738114 RP11-46E14

RP11-277E18 RP11-91HS GS-325-123

RP11-256C2 RP11-79M19 RP5-860F19

RP11-26M6 RP11-14218 RP11-379]5

CTD-2184G2 RP11-103B5 RP4-745C22

RP11-64L12 RP11-173D3 RP1-14113

RP11-67A5 RP1-81F12

RP11-384E6

RP11-17120

RP1-104C13

L= Loss; G= Gain
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Table 3 - Recurrent abnormal clones in 4 fetuses with holoprosencephaly.

Clone Chromosome region Size (bp) Affected cases
RP11-23J11 15q14 40,492 #2, #3
RP11-537k8 15g22 174,345 #2, #3
RP3-462C17 6p21.1 118,106 #3
RP11-602P21 6p21.2 224,030 #1
RP1-86C11 6p21.3 89,016 #2

bp= base pairs.

Figure 1- Spectral view of chromosome 6 showing recurrent gain at 6p21.
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Discussion:

HPE seems to be a multiple hit pathology, requiring two or more events involving
several genes and/or environmental factors [7]. The pathology of HPE can be caused by
environmental (drugs, infections) and metabolic (diabetes mellitus, alcohol, smoking) factors.
Among genetic causes, it can be part of defined malformations syndromes with normal
karyotype, chromosomal abnormalities as trisomy 13, trisomy 18 and triploidy, or it can
be due to known sequence mutations on described chromosome regions.

The currently identified HPE genes only account for a small portion of all sporadic
HPE cases (15-20%) [3], and mutations in the currently recognized HPE genes explain only a
very small proportion of all sporadic HPE cases [8]. In a cohort of 424 unrelated postnatal
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cases with severe central nervous system findings, normal karyotype and negative for the four
main HPE genes, micro deletions were found in 4.7% and no micro deletions were found in
85 individuals with HPE microsigns [9]. The same group of researchers found a
percentage of 8.5% of microdeletions in the prenatal period in 97 fetuses [10]. The remaining
cases are assumed to be a non-known etiology manifestation: neither environmental, nor
syndromic, nor chromosomal [4]. The difficulties in identifying these genes may relate to the
multigenic nature of HPE. Loss of function in a single HPE gene may not lead to the
disease. In human, there will be other modifier genes acting in addition [11].

Therefore, we hypothesized that there are still unidentified genes causing underlying
submicroscopic aberrations that could contribute to the etiology of HPE. In a first attempt to
identify novel candidate regions involved in the pathology of this heterogeneous disease, and
to evaluate the feasibility of BAC arrays in the analysis of prenatal samples, we used an array
CGH pangenomic approach to report the molecular characterization of group of 4 fetuses with
normal karyotype and diagnosis of HPE visible by ultra-sound prenatal care.

The array CGH analysis showed copy number gains and losses in all cases.
Interestingly, the alobar case, the more severely affected fetus, presented the smallest number
of genomic abnormalities. Indeed, our results did not allow an inkling of correlation
between the number and size of these imbalances and the severity of the phenotype.

The current described genes and candidate genes for HPE, with its respective
chromosome regions are presented in Table 4 [4]. It was not a goal of this study to search for
mutations in the four main HPE genes (SHH, ZIC2, SIX3, TGIF), but we could observe
that there were no abnormal clones in their known loci.

A Medline search using the keywords 15q14 and holoprosencephaly could not find
any citation. The same occurred using the association of 15q22 and holoprosencephaly.
One patient was related with a de novo reciprocal translocation affecting the breakpoints
6p21.1 and 7q36, presenting premaxillary agenesis (part of the HPE spectrum) as well as
skeletal abnormalities and impacted teeth reminiscent of cleidocranial dysplasia (CCD).
But, in this patient, the HPE phenotype could be explained by the 7q36 breakpoint that
maps to the sonic hedgehog gene (SHH), the HPE3 described locus. As the mutations in
genes mapping the 6p21 region can cause CCD, the breakpoint in this region in this case

appears to explain the CCD phenotype [12].
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Table 4 - Known genes and candidate genes for HPE.

LOCI and known HPE genes Candidate genes

236100 HPE1 21g22.3 Investigated or under investigation
157170 HPE2 2p21 SIX3 600909 LSS 21g22,3 HPEl
142945 HPE3 7q36 SHH 605194 CFC1 2q21.1
142946 HPE4 18p11.3 TGIF 181590 SIL 1p32
609637 HPES 13g32 ZIC2 605189 DKK1 10q11.2
605934 HPEG6 2q37.1-q37.3 Hypothetical
601309 HPE7 9q22.3 PTCH 602103 TMEMI1 21q22.3
609408 HPES 14q prox 600288 FOXA2 20pl11

- HPE9 20p13 607502 DISP1 1q42

- HPE10 1g42-qter 609486 EAPP 14q13 HPES

- HPE11 5pter 609863 TECT1 12q24.1

- HPE12 6q26-qter 603475 CHRD 3q27
600725 gene SHH 7q36 602991 NOG 17q22
602630 gene TGIF 18p11.3 600073 LPR2 2q24—q31
603073 gene ZIC2 13q32 601500 SMO 7q32.2
603714 gene SIX3 2p21 606178 HHIP 4q31.22
187395 gene TDGF1 3p23-p21 112262 BMP4 14q22.2
601309 gene PTCH 9q22 601265 NODAL 10g22.1
603621 gene FOXH1 8q24.3 601366 SMAD2/4 18q21
165230 gene GLI2 2q14 608707 CDO 11q23-q24

605049 TWSG1 18pl11.3

Dubourg et al., 2007.

A possible association between the 15922 region and holoprosencephaly could be
postulated considering that, in some instances, the agenesis of corpus callosum can be part of
the holoprosencephaly spectrum [3]. Of the clinical manifestations reported cases of
individuals with deletions encompassing 15q15-q22 region, one patient showed partial
agenesis of corpus callosum [13] and other showed hypoplastic corpus callosum [14].

The inheritance background of our findings is unknown as blood samples from
the parents were not available for array CGH analysis to determine if the copy number
gains were inherited or de novo.

The greatest care must be taken for molecular prenatal diagnosis in HPE. Even if a
mutation has been identified and seems to be transmitted with clinical manifestations in the
family, another event, like a mutation in another gene (not yet identified) or an environmental
factor, may be necessary to generate the holoprosencephaly phenotype [7]. In this case,
molecular biology performed prenatally provides only an additional criterion with regard
to prenatal ultrasound or MRI, which still takes precedence over molecular analysis.

Microarray-based CGH is a powerful method to detect and analyze genomic

imbalances that are well below the level of detection on high resolution banded karyotype
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analysis providing a better opportunity for genotype/phenotype correlations in other similarly
affected individuals. Array CGH is relatively widely used in genetic testing of children,
but true potential is still under-explored in prenatal diagnosis.

Some advantages of this molecular method is that it does not involve cell culture,
does not require prior knowledge of the genomic region involved and the ability to study
cases where only DNA is available and no chromosomes can be obtained. The method
was reproducible in a clinical standpoint, with reliable results within 48 hours. Thus, we
demonstrate that the technique of array CGH can become an excellent tool for prenatal
diagnosis. But, it is important to emphasize that array CGH may not replace conventional G-
banded karyotype analysis, but it can complement and expand current methods for a
precise prenatal diagnosis and syndromes’ characterization. One advantage of G banding
analysis is that it allows the detection of somatic chromosomal mosaicism, which has
been described in some patients with PHE.

Based on our results, array CGH results are promising in prenatal genetic testing
and a study for submicroscopic deletions in fetuses with non-syndromic HPE should be
considered as part of the routine laboratory evaluation, in addition to high resolution
chromosomal and mutation analysis. Positive results in any of these studies will help to better
understand the etiology of HPE and aid the establishment of the recurrence risk for family
counseling. Moreover, additional research is needed to further establish the role of genes from
related chromosome regions in brain development and to determine the prevalence of copy
number gain in the 15q and 6p regions among HPE patients. Also, in accordance with others
authors, epidemiologic investigations should be conducted to check off environmental factors

that could act in coordination with genetic events to give rise to holoprosencephaly.
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Abstract:

Objective: Congenital diaphragmatic hernia (CDH) is a phenotypically and genetically
heterogeneous disorder, resulting from a complex inheritance pattern, with increasing
evidence of genetic cause. Structural abnormalities of almost all chromosomes have been
described in association with CDH. The aim of our study was to describe the molecular
analysis through array comparative genomic hybridization (array CGH) of a group of
thirteen fetuses with prenatal ultra-sound diagnosis of CDH and normal G-banded karyotype.
Methods: A whole genome BAC-array based Comparative Genomic Hybridization (array
CGH) was carried out in fetal blood samples. All potential cytogenetic alterations detected on
the arrays were matched against the known CNV databases. Results: The array CGH analysis
showed copy number gains and losses in 10 out of 13 cases. We compared the identified
clones with the previously described in the literature. One fetus showed a complete trisomy of
chromosome 13. We identified a recurrent deletion in 15922 and a recurrent gain in 17q12 in
2 out 13 cases analyzed. Conclusion: Our results may contribute to verify the effectiveness
and applicability of the molecular technique of array CGH for prenatal diagnosis purposes,

and also to elucidate the submicroscopic genomic instability of CDH fetuses.

Keywords: congenital diaphragmatic hernia, array comparative genomic hybridization,

prenatal diagnosis, genetic pathways, molecular biology.
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Introduction:

Congenital diaphragmatic hernia (CDH, OMIM 142340) is a phenotypically and
genetically heterogeneous disorder. It can occur as an isolated anomaly, associated with
multiple defects or as part of a defined syndrome. Although the exact etiology of most cases
of CDH remains unknown, there is increasing evidence that genetic factors play an
important role in the development of CDH. Different chromosomal abnormalities are
associated with CDH (Pober et al. 2005) and in about 10% of the prenatally detected cases a
chromosomal anomaly is identified, most often aneuploidy (Witters et al. 2001). With
the advent of novel molecular cytogenetic techniques, an increasing number of structural
submicroscopic chromosomal anomalies are detected.

The aim of this study was to describe the molecular analysis through a whole
genome array comparative genomic hybridization (array CGH) of a group of fetuses with
prenatal ultra-sound diagnosis of CDH, in an attempt to improve the knowledge of the

submicroscopic abnormalities presented in these malformed fetuses.

Methods:
Patients and samples:

This study was carried out prospectively during a 19-month period (from January
2008 to July 2009), after the protocol approval by the institution’s ethical committee. The
inclusion criteria consisted of fetuses with an ultra-sound diagnosis of CDH and normal
G-banding karyotype. The fetal and parental karyotype analysis was performed using G-
banded metaphase chromosomes at approximately the 500-band level, and all parents
gave informed consent.

Fetal samples were collected by cordocentesis at different week’s gestation for
karyotype, according to the guidelines of the Fetal Medicine Program of the Center for
Integral Assistance for Women’s Health of the State University of Campinas (Unicamp).
Clinical data were obtained through the medical records. Besides the sample
demographic characterization, it included the complete described findings in the prenatal
ultrasound records, the babies’ features observed through clinical examination by

neonatologists and geneticists after birth, the cytogenetic results and autopsy findings.
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Molecular study:

Genomic DNA was extracted and purified from fetal blood by means of the
Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), according to
manufacturer’s protocol for whole blood.

Array Comparative Genomic Hybridization was carried out using the Constitutional
Chip® 4.0 (PerkinElmer Inc., Turku, Finland), comprised of approximately 5000 BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) clones, covering the whole human genome with an
average resolution of < 650 kb and spotted in duplicate.

For each experiment, a sex-mismatched normal reference DNA (Promega Corp.,
Madison, W1, USA) was used. The DNA concentrations used were 40ng/ul. All experiments
included dye reversal and two array hybridizations to obtain an accurate ratio. The labeling
and hybridization steps involved reagents supplied by the array manufacturer (PerkinElmer
Inc., Turku, Finland). The labeled DNA was hybridized to Constitutional Chip® 4.0 at
37°C for 16-18 hours. After post-hybridization washes, slides were scanned, and captured
images were analyzed by either the GenePix® Pro 6.0 (Molecular Devices Corp.) or the
ScanArray Express® (Microarray Analysis System 4.0.0.4) software.

After quantification, the cyanine 5 and cyanine 3 average ratio fluorescence
intensities for each BAC clone on each of the duplicate arrays (gpr files) were uploaded into
the web-based SpectralWare® v2.3.3 software (PerkinElmer Inc.), normalized with linear
regression algorithms (on a log, scale) and plotted according to the BAC chromosomal
location. The raw data from dye-reversed pairs were combined, and threshold values were
ascertained to make inferences according to a clone-by-clone classification procedure to
determine the gain, loss and no change status of each clone for each subject, relative to the
diploid reference DNA. The threshold values were determined by the software using the
“Iterative 2.5X Sigmas” algorithm. Subsequent normalization of the data with “Block
Lowess” method was performed for verification of copy number changes. The P values for
each probe were also calculated, furnishing additional objective statistical criteria to determine
whether deviation of each probe from zero is a significant change (Ng et al. 2006). The
quality criteria adopted included standard deviation of the intensity ratios among the duplicates
less than 10% and more than 97.5 % of spots with adequate intensity ratio values for

analysis (Vermeesch et al. 2005). For each analysis, all quality control metrics were noted to
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be optimal. Clone-by-clone changes were reviewed and only those aberrations detected
in both hybridizations were studied further.

All potential cytogenetic alterations detected on the arrays were matched against
the known online databases to determine whether they encompassed described copy

number variations (CNV) regions.

Results:

Thirteen unrelated fetuses were included in this study, twelve as an isolated
malformation and one associated with omphalocele, cardiac anomaly and intra-uterine growth
restriction. For all families, both women and their husbands were healthy, no consanguineous and
presented normal chromosomes at G-band analysis of peripheral blood. There was no family
history of congenital malformations or genetic disorders. The side of the diaphragm defect,
maternal age, fetal material source, fetal karyotype result, the number of genomic imbalances and
total number of copy number variations (CNV) observed in each case is shown in Table 1.

The array CGH analysis showed copy number gains and losses in 11 out of the 13
cases. One fetus showed a complete trisomy of chromosome 13, regardless of the normal
result at amniotic fluid at 24 weeks of gestation. All abnormal clones are listed in Table
2. A total of 100 clones presented with genomic imbalances, excluding the 122
duplicated ones at chromosome 13 in the trisomic fetus. A total of 36 clones presented
described copy number variations (CNV) encompassing their loci.

We identified a recurrent deletion at 15922 (clone RP11-537KS8 in cases #3 and #12)
and a recurrent gain at 17q12 (clone RP11-744L.17 in cases #4 and #11)) in 2 out 13 cases
analyzed. Based on the physical mapping positions as obtained from the March 2006 Assembly
of the UCSC Genome Browser, the size of the cited regions was determined to be
174,345 bp (62,082,000-62,256,344) and 66,289 bp (31,592,200-31,658,488), respectively (Figure
1). For these regions, no copy number variations (CNV) were found in the tested databases.

We also observed a copy number gain at the regions 8p23.3 (clone RP11-55E9 in
case #1 and clone RP4-580L5 in case #3), 8p24.2 (clone RP11-184M21 in case #8 and
clone RP11-17M8 in case #12) and 16p13.3 (clone RP11-616M22 in case #3 and clone
RP11-304L19 in case #11) in 2 out of the 13 fetuses involving clones in close

chromosomal regions.
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Table 1 — Maternal age, side of the diaphragm defect, fetal source for G-banding, karyotype
results, total number of abnormal clones and total number of abnormal clones encompassing
described CNVs found in 13 fetuses with congenital diaphragmatic hernia.

Case # Maternal CDH Fetal Karyotype Nof abnormal N of described
age (years) side material clones CNVs
#1 32 PLR Blood 46,XX 5 2
#2 28 PLL Blood 46,XY 0 0
#3 36 PLL Blood 46,XY 24 9
#4 26 PLL Blood 46,XX 2 0
#5 30 PLL Blood 46,XY 3 0
#6 21 PLL Blood 46,XX 1 1
#7 20 PLL LA 46,XY 6 2
#8 26 PLR Blood 46,XX 32 12
#9 30 PLL Blood 46,XY 0 0
#10 36 PLL Blood 46,XX 5 2
#11+* 19 PLL Blood 46,XX 5 1
#12 36 PLL LA 46,XY 139* 7
#13 35 PLL LA 46,XX 2 0

PLR= posterolateral right PLL = posterolateral left
CNV = copy number variation

* Trisomy 13, (122 duplicated clones in chromosome 13).
** Non-isolated CDH.
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Table 2 — Abnormal clones detected in 13 fetuses with CDH using whole genome CGH

Case # G L
RP11-555E9%* RP11-239E10
41 RP1-103M22
RP11-257P3 *
RP11-22F2
RP11-1197E19 RP4-580L5 RP11-616M22* RP11-352A18
RP4-628J24 RP11-213G6 RP11-252A24% RP11-1003
43 RP11-547D24  RP11-216L13 RP5-59D14%* RP1-273P12*
RP1-163M9* GS-908-H22%* RP11-62C7 RP1-12803*
RP11-73D11 CTD-2009H2 RP3-437022 RP11-537K8
RP1-133H11 RP11-303117 RP3-402G11* RP11-300G13*
44 RP11-79M19
RP11-7441.17*
RP11-625N16
#5 RP11-52G4
RP11-7909
46 RP11-13C13*
RP11-34124 RP11-344A5%
47 RP11-90A15 RP11-765C10
RP11-69122
RP11-311A12%
RP11-121C9* RP11-221.21 RP11-114P16 RP11-91M6*
RP11-477N3 RP11-164G6 RP11-79B13 RP11-63P12*
RP11-140B20* RP11-957J11 RP11-61A21* RP11-56H7
RP11-34N13 RP11-170D7 GS-227-L7* RP11-81L17
#8 RP11-91M18 RP11-184M21*  RP6-90M1 RP5-96108
RP11-352E6* CMB9-92L.10 RP11-186N21* RP3-424J12
RP11-29F10* RP11-555G19 RP3-454M7
RP11-5K24 RP11-81G12* RP11-533L19*
RP11-636B14  RP11-511H9
RP11-90G17 RP11-1N7*
RP11-21A22%
#10 RP11-720L3
RP11-354F21
RP3-395M20 RP11-304L19
#11 CITB-51J22 RP11-7441.17*
RP11-18M11%*
RP11-20L17* RP11-80F22* RP11-69122 RP11-375P13
RP11-45N18*  RPI1-14113 RP11-348A21* RP11-322K23
#12 RP11-776G16* RP3-355C18%* RP11-537K8 RP11-20H21
RP11-17M8%* ICRFC104A0359 RP1-2321.22 RP11-59C12
RP1-19N1
#13 RP11-63K6 RP11-80H6

G = gain; L = loss.
* clones with described CNV.
Cases #2 e #9 showed no abnormal clones.
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Figure 1 — Spectral view of chromosome 15 showing the recurrent loss at 15922 and chromosome
17 showing the recurrent gain at 17q12.
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Discussion:

We reported the molecular characterization of a group of fetuses with normal
karyotype and diagnosis of CHD visible by ultra-sound prenatal care through a whole
genome array CGH approach, to provide additional clues about the genetic etiology of CDH.

Molecular studies including array CGH to define CDH-critical chromosomal regions
have been relatively few and recent. The known candidate genes and their chromosomal
regions associated with human CDH are listed in Kantarci and Donahoe (2007). These
include genes for transcription factors, molecules involved in cell migration, and extracellular
matrix components.

Almost every chromosome has been reported to be involved with structural
chromosomal anomalies in CDH cases (Holder et al. 2007). In the present study, the
unique chromosomes that had not shown any copy number gains or losses were the
chromosomes 19 and 20, reinforcing the finding showed in a recent review (Holder et al.
2007), where the sole chromosome without any description of structural abnormality was
the chromosome 19. The chromosome 13 was involved in the case of complete trisomy
and had not revealed submicroscopic imbalances in any other case presented here.

The main critical chromosomal regions involved with CDH cases are described
at 15q26.2, 1q41-g42, 8p23.1 and 4p16.3 (Slavotinek et al. 2006). In the present study,
there were three fetuses with some imbalances in these critical regions. One fetus with a
deletion at 1q41-q42.13 (clone RP11-239E10), one fetus with a gain at 1q41 (clone
RP11-121C9), and one fetus with a gain at 4p16.3 (clone RP11-1197E19).

The most cited CDH critical region is the 15926, encompassing many candidate genes,
in a well defined region of approximately 4Mb to SMb (Biggio et al. 2004; Klaassens et al.
2005; Slavotinek et al. 2006). Other possible chromosome regions are 15924 e 15922,
encompassing genes that contribute to an altered retinoic acid signaling pathway involved in
lung and diaphragm development. A total of 24 cases of diaphragm abnormalities associated
with deletions of chromosome 15q24-qter have now been reported and have been estimated to
account for up to 1% of patients with CDH (Klaassens et al. 2005). We failed to identify
genomic imbalances neither at 15926 nor at 1524 in all 13 fetuses analyzed. But, nearby, in
one case there was a deletion at 15g25.2 (clone RP11-81L.17) and we identified a recurrent

deletion in 15922 (clone RP11-537K8) in two fetuses, not yet described.
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We also observed gains at 8p23.3 and 8p24.2 regions involving different but close
clones. Interstitial and terminal deletions at 8p23.1 had been reported as a candidate genomic
change for cardiac and CDH genetic etiology (Holder et al. 2007; Wat et al. 2009). At
least ten previously reported cases of CDH with deletions encompassing this region had
already been evaluated at molecular level, nine of them having left sided CDH and one
right sided (Wat et al. 2009). Among our cases, one out of 2 cases with 8p23.3 deletion
and one with deletion at 8p24.2 region has a right sided CDH. Caution must be used in
the interpretation of these findings because chromosome 8p contains many copy number
variant regions whose potential contribution to the development of birth defects has not
been adequately studied, making it difficult to determine if this deletion is indeed causal.

Interesting, a fetus that appeared to be normal at the G-banding karyotype in amniotic
fluid, showed a complete trisomy through the array CGH testing. This fetus had an isolated
form of CDH, with no other abnormalities identified in prenatal and neonatal evaluation.
A boy was born at 36 weeks’ gestation with 2800 g and Apgar scores of 8 and 9 at the
first and 10" minutes respectively. Although intensive neonatal care, he died within 30
days of life, previously to the array CGH result. No autopsy evaluation was carried out.
However, the possibility of a low-level mosaicism or a previously unidentified placental
mosaicism can be pointed as probable causes, considering the complete absence of associated
dysmorphic features in the affected fetus and the limitation of the G-banding technique
in detecting these mosaicisms.

We could also find a recurrent gain at 17q12 (clone RP11-7441.17) in 2 out of 13 cases
analyzed. A Medline search could not find any citation about the relationship between CDH
and this chromosomal region. Also, the finding of the gains at 16p13.3 (clones RP11-616M22
and RP11-304L19) in 2 out of the 13 fetuses has not been yet described. Additional research is
needed to further establish the role of genes from this chromosome region in lung and
diaphragm development and to determine the prevalence of copy number gain in the
17q12 and 16p13 regions among CDH patients.

There are evidences that CDH might have multiple molecular defects contributing to
this same phenotype which explains why the defects might vary in severity (Kantarci &
Donahoe 2007). In our study, there appears not to be a relationship between the number of

genomic imbalances and the presence of other structural abnormalities. The sole fetus with
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other abnormalities besides the CDH presented with 5 abnormal clones, while others fetuses
with isolated malformation presented even with 24 and 32 detectable abnormalities.

The inheritance background of our findings is unknown as blood samples from
the parents were not available for array CGH analysis to determine if the copy number
aberrations were inherited or de novo. Even though, congenital diaphragmatic hernia is
assumed to be a genetically heterogeneous disorder, and candidate genes cannot be
determined solely by using linkage analysis of familial cases. For this type of disorder, the
best way to determine which genes are involved is by analyzing a large number of patients
for common aberrations by use of high resolution genetic methodologies, such as array
CGH. Here, we contributed for this evaluation. Novel molecular analysis of CDH-critical
chromosomal regions may ultimately define smaller regions and identify genes responsible
for CDH. Subsequently, sequence analysis of genes mapped to this critical regions may
reveal gene mutations and contribute to the identification of causative genes for CDH in
human is a current goal as genetic treatment is a future challenger.

Microarray-based CGH is a powerful method to detect and analyze genomic
imbalances that are well below the level of detection on banded karyotype analysis
providing a better opportunity for genotype/phenotype correlations in other similarly
affected individuals. Other advantages of this molecular method is that it does not involve cell
culture, does not require prior knowledge of the genomic region involved and the ability
to study cases where only DNA is available and no chromosomes can be obtained. The
method was reproducible in a clinical standpoint, with reliable results within 48 hours.
Thus, we could also reinforce the establishment of the technique of array CGH as an
excellent tool for prenatal diagnosis. But, it is important to emphasize that array CGH
may not replace karyotype analysis, but it can complement and expand current methods
for a precise prenatal diagnosis and syndromes’ characterization.

Based on our results, array CGH can detect detrimental submicroscopic changes that
can be missed on routine chromosomal analysis, especially in prenatal samples where the
band resolution may be compromised. It should help to better understand the etiology of CDH.
Additional research is needed to further establish the role of genes from related chromosome
regions. Moreover, in the future, prenatal screening for such chromosomal abnormalities

could give better clues for predicting the outcome and provide more information for
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recurrence risk counseling. Also, customized chips with markers across loci discovered should
be designed for CDH and other complex disorders. Understanding such molecular pathways
will permit one to conceive downstream replacement therapies, with ultimate aim of

ameliorating or even preventing the severe CDH phenotypes.
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5. Discussao

Desde a descricdo do numero de cromossomos humanos ha mais de 50
anos, existe um esforco cientifico para se definir a associagdo entre alteragdes
cromossémicas, doengas genéticas e malformagdes congénitas. O desenvolvimento
de modernas técnicas moleculares tem permitido a analise do genoma humano de
alta resolucéo, especialmente Uteis na identificacdo de novas alteragbes gendmicas,

previamente ndo identificaveis através da analise cromossdémica de rotina.

Diante de um feto que apresenta malformacdes e estudo cromossémico
normal é preciso ter muita cautela e evitar tentativas precipitadas de diagnéstico
sindrébmico. Mesmo ap6s o nascimento, com o exame fisico completo e exames
complementares diversos, os centros especializados em diagnéstico dismorfico nao
conseguem estabelecer diagnéstico sindrémico definitivo em cerca metade dos
pacientes (108). Para este grupo, as técnicas moleculares que envolvem estudos
em nivel genémico permitem a identificagdo de novos microarranjos cromossomicos
possivelmente responsaveis pelo fenédtipo anormal, contribuindo para a caracterizacéo
molecular e estabelecimento de um diagnéstico mais preciso, uma abordagem

perinatal mais adequada e um aconselhamento genético mais detalhado.
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Neste contexto, o presente estudo avaliou um grupo de fetos com
malformacgdes detectadas ultrassonograficamente e cariétipo normal, e um caso
de anomalia cromossémica estrutural ndo conclusiva. O ANEXO 5 apresenta a
caracterizagao do total de casos incluidos. Para o caso de alteracdo estrutural ndo
conclusiva, a técnica de array CGH mostrou-se eficaz para o esclarecimento
diagndstico da origem, exata localizagdo e dimensionamento do material adicional
encontrado, atuando de forma complementar ao cariotipo convencional para uma
definicdo diagnodstica. Para o grupo estudado, a taxa de deteccéo de instabilidades
gendmicas em fetos malformados pela técnica de array CGH foi de 93,7%, com
27% dos fetos apresentando alteragées moleculares consideradas significativas,

do ponto de vista citogenético e clinico.

A aplicabilidade clinica da técnica de array CGH parece bem estabelecida para
o refinamento diagndéstico nos casos suspeitos ou com diagnosticos inconclusivos de
alteracoes cromossOmicas estruturais, conforme demonstrado pelo caso de material
cromossOmico adicional deste estudo. Na literatura recente, encontramos um
crescente numero de descricbes de casos ou séries que vém reforcar esta
aplicabilidade clinica pré-natal do array CGH. Um grupo da Grécia publicou um
caso bem semelhante ao descrito aqui, onde um feto apresentava no cariétipo
convencional um material adicional de origem desconhecida no cromossomo 15,
sendo identificado como uma trissomia parcial do brago curto do cromossomo 10
através de array CGH de BAC clones com 1Mb de resolugdo (109). Outras
situacbes, para exemplificar, incluem o estudo de transloca¢des supostamente

balanceadas pelo cariétipo convencional, mas que revelaram seu padrdo
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desbalanceado ao array CGH (110) e o exato dimensionamento e localizacao

cromossdmica de anomalias estruturais (111).

Inesperadamente, identificamos uma trissomia completa do cromossomo 13
em um feto portador de hérnia diafragmatica, cuja forma isolada foi confirmada apés
cuidadosa avaliacao clinica neonatal, que incluiu avaliagdo por uma equipe de
geneticistas clinicos com experiéncia em dismorfologia perinatal. Este feto foi
submetido a tratamento intradtero com a colocacao de baldao endotraqueal, e
evoluiu de forma inexplicavelmente insatisfatéria do ponto de vista clinico, no
periodo pos-natal. O cariétipo fetal pelas técnicas convencionais foi realizado a
partir de amnidcitos obtidos por amniocentese na 242 semana de gestagao, em
laboratério privado. Conforme registro do laudo, foram avaliadas 20 células a uma
resolucdo de 400-550 bandas. O resultado do array CGH foi disponibilizado para a
equipe que prestava a assisténcia logo que concluido, porém, o recém-nascido
evoluiu para ébito sem tempo habil para nova amostragem. Infelizmente, os
pais ndo autorizaram a necropsia e 0 servigo privado que realizou o cariétipo nao
disponibilizou 0 material utizado para uma releitura do diagnéstico. Desta forma, nao
foi possivel investigarmos as causas da discordancia dos resultados citogenéticos.
Contudo, a possibilidade de mosaicismo de baixo grau pode ser apontada como
possivel explicacdo, considerando a auséncia de outros sinais dismoérficos no feto
acometido e as limitacdes das técnicas de andlise microscépica dos cromossomos

por bandamento G e array CGH na deteccao destes mosaicismos.

Outra questdao que podemos aqui ressaltar € a importancia da necropsia

perinatal, que poderia ter ajudado sobremaneira o estabelecimento do diagnéstico
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neste caso. Fica evidente que as modernas técnicas diagndsticas disponiveis nao
podem abster-se da analise conjunta da investigagdo classica das patologias
perinatais, que inclui o estudo anatomopatolégico e os registros radiografico e
fotografico. Neste sentido, é necessaria uma constante integragéo entre clinicos,
geneticistas e patologistas, a fim de se alcangar um maior nivel de consentimento

familiar para o estudo post morten (112).

Apesar de as técnicas de array CGH terem um principio tedrico e molecular
comum, os estudos publicados apresentam diferentes metodologias na selecao de
fetos, desenho do estudo, plataformas de array CGH, analises de bioinformatica, e
interpretacéo dos resultados, fazendo com que a comparacgao entre os diversos
trabalhos ndo seja totalmente isenta de erros. Partindo deste principio, este estudo
considerou os estudos prévios para auxiliar na interpretacdo dos resultados

obtidos, mais do que na comparagao dos mesmos.

Mesmo para interpretacao dos resultados, ainda ndo existe um consenso
entre os grupos de pesquisa. Um exemplo é que alguns trabalhos excluem da
analise as instabilidades que coicidem com regides de variagdes do numero de
cépias (CNV), enquanto outros trabalhos elegem estas anormalidades para o
estudo dos progenitores. A definicdo de “resultados de significado incerto” também
nao € clara na metodologia adotada por alguns destes autores. Outra diferenca
com impacto significativo na comparac¢éao dos resultados apresentados encontra-se
na selecao de fetos, que vai desde fetos que evoluiram a 6bito com mais de trés

malformacgdes a indicagdes diversas no ambito do diagnéstico pré natal, como
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ansiedade materna. Em um dos estudos foram incluidas 367 diferentes indicacoes

para a analise molecular, incluindo 20 casos onde a indicag&o néo era especificada.

Ao assumirmos os critérios de inclusdo aqui empregados, obtivemos ndo um
grupo aleatério de fetos malformados, mas um seleto grupo, para o qual a hipbtese
de se encontrar alteracdes cromossdmicas submicroscépicas era fortemente
justificavel na literatura. Isto parece explicar a alta taxa de amplificacdes e delecdes

gendmicas encontradas pelo array CGH, em comparagdo com outros estudos.

Se por um lado, a criteriosa selec¢do dos fetos pode restringir a populagao
para a qual as conclusdes foram empregadas, por outro lado, aumenta a forga
estatistica das mesmas. Outro diferencial que reforga as conclusdes deste estudo é
que utilizamos para a definicdo das malformagbes congénitas estudadas nao
somente os dados clinicos descritos nos formularios de pedidos médicos de
cariotipagem, como na maioria dos trabalhos publicados, mas incluimos a
confirmacéao clinica e/ou post morten dos defeitos congénitos. Esta estratégia

aumenta a forga clinica das conclusdes apresentadas.

Para a escolha da plataforma de array CGH, levamos em consideragéo os
objetivos principais do estudo e optamos por uma cobertura gendmica ampla,
nao direcionada para regides conhecidamente envolvidas com sindromes de
microdelecdes ou microduplicacdes, em uma resolucdo moderada, que permitisse

um grau aceitavel de incerteza nas conclusées.

A cobertura da plataforma de array CGH, quando nao direcionada,

compreende regides cromossémicas com e sem relevancia clinica reconhecida.
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Assim, a medida que se aumenta a resolucdo da plataforma, aumenta-se
simultaneamente o grau de incertezas. Aqui surge o delicado equilibrio entre a
resolucdo do meétodo, o potencial de diagnostico clinico e a habilidade de
interpretacédo dos resultados. Trata-se da questdo-chave para determinar o uso
do microarray CGH para fins diagnésticos na pratica clinica. E esta questao é
particularmente critica para o diagnéstico pré-natal, onde a “normalidade” ou

n&o do resultado define o progndstico e a abordagem perinatal.

Porém, é preciso ressaltar que resultados incertos no campo do diagnéstico
pré-natal exigem dos profissionais envolvidos uma constante reflexdo. A
ultrassonografia obstétrica, por exemplo, revolucionou a atencao pré-natal, mas
nao € isenta de resultados incertos para o rastreamento de malformagdes fetais
(113). Também, a analise convencional microscdpica dos cromossomos, técnica
estabelecida na rotina para o diagnéstico pré-natal, pode revelar alteracbes com
consequéncias clinicas discutiveis e de dificil interpretacdo. Da mesma forma,
situacdes de resultados inconclusivos pelo array CGH representam desafios

para a abordagem clinica, mas ndo um novo conceito em diagnéstico pré-natal.

A relacao causal entre fendtipo e gendtipo € uma meta pela qual a ciéncia
médica tem lutado ao longo da sua histéria. O emprego das técnicas modernas de
investigacdo genética das dismorfologias tem levado a descobertas moleculares
em uma velocidade nunca antes observada, inaugurando o que os cientistas
tém chamado de “terceira era da citogenética”. Para auxiliar os clinicos na

correlacao entre os achados fenotipicos e os achados gendmicos das técnicas
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moleculares ao redor do mundo, bancos de dados colaborativos de acesso

publico foram criados e estdo disponiveis para pesquisa e discussao (107, 114).

Neste estudo, com o propdsito de correlacionar os achados cromossémicos
anormais com as malformacdes presentes em cada feto estudado, foram utilizadas
trés ferramentas eletrdnicas de pesquisa citadas na secao Sujeitos e Método.
Com esta metodologia, encontramos o total de 16 fetos (33,3% dos 48 fetos com
cariétipo normal) nos quais havia pelo menos um relato na literatura de um mesmo
defeito congénito e o envolvimento da mesma regiao cromossémica afetada pela
anomalia encontrada no array CGH. Reconhecemos que a presenca dessa
associacao comum com outro(s) caso(s) descrito(s) ndo determina a relagao causal
entre eles, embora os resultados deste estudo possam reforcar tal associacéo e
estimular novas investigagdes. Talvez a Unica maneira de reforcar ou afastar as
relagcbes causais entre 0os microarranjos cromossdémicos e o fendtipo especifico seja
a publicacdo de mais casos com os mesmos achados, antes de serem incluidos em

estudos definitivos, porém altamente dispendiosos, como o sequenciamento génico.

O aumento na cobertura das regides gendmicas nas plataformas de array
CGH representativo do genoma inteiro é responsavel por uma taxa adicional de 5%
na detecgdo de microarranjos cromossémicos em comparacdo as plataformas de
array CGH direcionado para regides especificas (target arrays) (115). Entretanto, ao
mesmo tempo em que as analises de alta resolucao sao capazes de identificar
anomalias patoldgicas, elas incorrem na problematica da identificacdo de ganhos

e perdas genOGmicas em regides com significado clinico desconhecido. Uma
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adequada discriminagdo entre as variagbes inofensivas e as verdadeiras

aberragdes € essencial para um aconselhamento adequado.

A identificacdo destas variacdes inofensivas complica sobremaneira a
interpretagéo dos resultados das técnicas de array CGH. Neste estudo, 87% dos 45
fetos com alteracées do numero de copias apresentaram pelo menos um clone
alterado que continha, total ou parcialmente, uma regido cromossémica com
variacées do numero de cépias (CNV) descrito nos bancos de dados pesquisados.
Esta porcentagem variou de 70 a 80% nos estudos que incluiram amostras pré-
natais (vide Tabela 4 da publicacdo 2). Este achado sugere que para uma
populagdo mais selecionada de fetos com defeitos congénitos, a técnica de
array CGH é capaz de aumentar a identificacdo de microarranjos cromossémicos
sem incorrer em um aumento proporcional na deteccdo de achados de

significado incerto.

As CNVs podem ser de dificil avaliagdo e interpretacdo. A variedade
metodoldgica usada na geragéo das informagdes que formam os bancos de dados
de pesquisa de CNVs disponiveis eletronicamente torna dificil discernir a exata
extensdo de cada provavel CNV encontrada. Esta falta de uniformidade metodoldgica
pode confundir a correta interpretacdo de um achado cromossémico anormal presente
em um individuo fenotipicamente anormal, mas sobreposta total ou parcialmente a
uma regiao com CVN descrita. Outro problema é o achado de um ganho em uma
regiao onde esta descrita uma dele¢cdo como CNV e vice-versa. Nestas situagoes,

nao ha como inferir que o rearranjo também seja um achado benigno.
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A identificacdo de CNVs também pode variar de acordo com a plataforma de
array CGH empregada. Um estudo recente, testando os mesmos 20 pacientes,
mostrou que o numero encontrado de CNVs, utilizando-se a técnica de array
CGH contendo BAC clones, foi maior quando comparado com os encontrados
guando se aplicou array CGH de oligonucleotideos (93). Esta discrepancia pode ser
explicada pelo fato de que os clones gerados de bactérias (BAC) séo fragmentos
maiores que as sondas de oligonucleotideos, com a consequente sobreposicao
de regides. Além disso, os BAC clones podem englobar regides de DNA repetitivo,

sabidamente associadas as variagdes do numero de cépias (116).

A maioria dos trabalhos publicados até o0 momento utilizou o banco de dados
Database of Genomic Variants (42) e alguns utilizaram também um banco de
dados de CNV proprio, gerado a partir dos registros em suas instituicoes em
particular, acumulados ao longo do tempo, em individuos fenotipicamente normais.
Por se tratar de um estudo de carater descritivo, optamos por utilizar dois bancos de
dados de pesquisa de CNV e apresentar todos os CNVs encontrados, e nao

simplesmente exclui-los dos resultados.

Os grupos de estudiosos com maior experiéncia em array CGH para
aplicacdo clinica empregam o estudo molecular sistematico de ambos o0s progenitores
como um dos critérios para classificagdo das alteragbes cromossdmicas encontradas
como clinicamente significativas, CNVs sabidamente benignos e de significado
clinico ndo conclusivo (99, 117). Uma avaliacdo combinada entre os achados

laboratoriais, a avaliagdo clinica do feto por um especialista experiente em
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dismorfologia fetal e o estudo da familia parece ser a abordagem mais eficaz

para 0s casos com diagndstico inconclusivo, diminuindo suas consequéncias (117).

Entretanto, € necessario ressaltar que o estudo molecular dos pais implica
triplicar o custo da investigacao e, apesar de fornecer importantes informacdes para
um completo diagnéstico, nem sempre € informativo. Quando a alteracéo é nova (de
novo), a maioria dos rearranjos cromossdmicos é considerada patoldgica,
independentemente da sua dimensao. Entretanto, é preciso considerar que novas
variagdes benignas podem surgir na populacao (118), o que néo permite afirmar que
um achado presente na prole e ausente nos progenitores seja a causa do quadro
dismérfico. Da mesma maneira, a ocorréncia de uma alteracdo cromossémica
em um individuo com um defeito congénito e presente em pelo menos um dos
pais considerado normal nao deve excluir totalmente o efeito causal entre eles
(119). Como exemplo temos os casos de delecdo em 22q11.2 com repercussoes
fenotipicas na prole e pais portadores fenotipicamente normais (120, 121), e casos
de microarranjos em 1g21.1 em criangas afetadas com pais sem alteracdes clinicas
(95). Nestas circunstancias, permanece a dlvida se a anomalia encontrada € uma
CNV benigna ou uma variante patoldégica com penetrancia incompleta ou com efeito

de imprinting. Outro fator possivelmente confundidor é a certeza da paternidade.

O estudo aqui apresentado teve uma proposta mais de rastreamento das
alteracbes cromossdmicas, descrevendo-as em detalhes, do que de diagnostico
com finalidade clinica. Desta maneira, acreditamos que o fato de nao ter incluido a
avaliagdo molecular dos pais ndo invalidou os achados aqui discutidos. Em

contrapartida, gerou uma proposta para o fluxograma de atendimento as familias
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com fetos malformados que inclua a coleta de amostras sanguineas dos pais no

momento da investigacao fetal, ao constatar sua importancia para futuras investigagoes.

Ao avaliarmos a dimensao e o conteudo das regides acometidas pelas
alteracbes gendmicas identificadas, em 13 dos 48 fetos estudados pelo CGH (27%)
as amplificacées ou dele¢cdes gendmicas levariam a uma modificacdo do resultado
citogenético inicial, com impacto clinico. Para estes casos, as implicacdes do
diagndstico molecular envolvem desde a referéncia para especialistas, a intervencao
terapéutica para sindromes especificas, até o rastreamento de outras malformagoes.
As implicagbes também se estendem no sentido da diminuicdo do numero de
procedimentos diagndsticos a que o paciente poderia ser submetido. Para a familia, o
diagnéstico pode diminuir a ansiedade e permitir um adequando aconselhamento
de risco e planejamento para a futura prole. As alteracdes consideradas citogenética e
clinicamente significativas variaram de 80Kb a 30Mb de dimensé&o e foram em sua
maioria perdas gendmicas (resultados discutidos no artigo 2). As caracteristicas

clinicas e moleculares dos 13 casos em questado estao resumidas no ANEXO 6.

A porcentagem de achados clinicamente significativos nos diversos trabalhos
publicados envolvendo diagndstico pré-natal varia de 1% a 5% (99, 100, 117, 122).
Esta aparente discordancia pode ser, em grande parte, explicada pelos diferentes
critérios de inclusdo dos fetos, bem como pelo fato de terem sido utilizadas
diferentes plataformas de array CGH que variam desde os targeted arrays com
300 BAC clones até arrays de oligonucleotideos. Somam-se aqui as diferencas
nos critérios de interpretagéo dos resultados e diferengas na definicao de casos

considerados clinicamente significativos ja mencionados anteriormente.
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Entretanto, ao avaliarmos os resultados publicados, fica aparente que a
maioria dos casos em que as perdas e ganhos genémicos foram considerados
clinicamente significativos correspondiam aos casos cuja indicagéo para o estudo
através de array CGH era a presenca de malformacdes identificadas pela
ultrassonografia obstétrica, 0 que poderia explicar a alta taxa encontrada no
presente estudo. Ao avaliarem 182 fetos, associando uma plataforma de 4670 BAC
clones e um array de oligonucleotideos, Coppinger et al. (117) encontraram
alteracdes consideradas clinicamente significativas em sete casos (3,8%), dos

quais seis foram incluidos devido a altera¢des ultrassonograficas.

Novos estudos sao necessarios para a validagao da aplicabilidade clinica
dos arrays de CGH para as diferentes situagdes clinicas do diagnéstico pré-natal,
como idade materna avancada, rastreamento bioquimico alterado, marcadores
ultrassonograficos de primeiro trimestre alterados e nas situacées de ansiedade
da familia na presenca de rastreamento ultrassonografico ou bioquimico normais
(128). Ao avaliar separadamente os grupos de gestacdes acima mencionados,
poderemos concluir se de fato a principal aplicacdo clinica do array CGH é a
investigacao de fetos com alteragdes estruturais diagnosticadas pela ultrassonografia
obstétrica ou se o efeito observado é consequéncia da maior representacao

deste grupo de fetos nas casuisticas publicadas.

Entre os clones alterados com CNV descritos e os clones alterados para os
quais nao foi encontrada uma correlacéo clinica entre a regidao cromossémica que
representam e o defeito congénito apresentado pelo feto, encontramos algumas

situacdes especiais cujo significado foi considerado incerto, perfazendo o total de
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114 clones (28% dos 406 clones alterados). Dentre estes, encontram-se o0s clones
gue se mostraram recorrentes em pelo menos dois fetos com a mesma malformacao.
Estes clones parecem apontar regides cromossémicas de interesse para um estudo
confirmatério e de correlacdo gendtipo/fenétipo. O ANEXO 7 apresenta a lista de

clones alterados classificados e separados dentro dos grupos de malformacdes fetais.

Quanto a distribuicdo cromossémica, a maior € a menor prevaléncia das
instabilidades genémicas foi encontrada no cromossomo 1 (21 fetos = 44%) e
cromossomo 21 (2 casos = 4%), respectivamente. Uma possivel explicacao para
este achado coincide com o fato de serem estes o maior e 0 menor cromossomo do
genoma humano. Da mesma forma, o braco longo esteve mais frequentemente
envolvido nos casos clinicamente significativos (10 dos 13 casos), podendo também
ser este achado coincidente com sua maior dimensao em relagao ao braco
curto. No entanto, ndo ha evidéncias suficientes para se excluir outros mecanismos

moleculares como possiveis explica¢ds para estes achados.

O desenvolvimento de uma plataforma util para o diagndstico na pratica
clinica deve ser confiavel, tecnicamente factivel, efetivo na deteccdo das
anormalidades cromossémicas e deve fornecer resultados capazes de serem
interpretados. Como ocorre para a introdugao na pratica clinica de qualquer nova
técnica para diagnéstico relacionado a doengas genéticas, para a técnica de array
CGH ser incluida na pratica rotineira requerem-se estratégias concomitantes,
como treinamento dos clinicos para interpretacdo dos resultados e adequacao
do aconselhamento genético, e educagédo da populacao e da midia em relagao

aos usos e abusos da técnica introduzida. Estas estratégias, dentre outras,
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permitem a adequada implantacédo do teste, com o maximo de beneficios que
ele oferece e com o minimo risco de interpretagbes errdbneas que poderiam
gerar ansiedade e condutas médicas nao pertinentes ao caso, com sequelas

irreparaveis nos ambitos bio-psico-social da familia envolvida.

A abordagem cuidadosa e prudente do diagndstico clinico esta em contraste
com o mundo mais exploratério da pesquisa. Para fins de pesquisa, os arrays de
oligonucleotideos ou cDNA com cobertura ampla do genoma sao um excelente
instrumento para a identificacdo de instabilidades genémicas novas ou encobertas,
regides com genes candidatos, caracterizacao de pontos de quebra e associacao
com pontos de mutacéo. Entretanto, essas plataformas ainda n&o sao apropriadas
para a pratica clinica (82), uma vez que a quantidade de informagdes sem
significado esclarecido nao contribui para a elaboracao de um plano de abordagem
clinica e pode, inversamente, confundi-la. At¢ o momento, o array CGH de
oligonucleotideos ainda ndo se provou vantajoso em relacdo aos protocolos

com BAC clones para o diagndstico pré-natal (124).

Para pesquisa cientifica, a técnica de array CGH esta apenas comecando a
descobrir sua potencialidade. Para fins diagnésticos, torna-se necessaria uma
reflexdo mais aprofundada da sua utilidade imediata. Como cada amostra clinica
nao pode ser considerada um projeto de pesquisa, 0s arrays devem ser construidos
de maneira a maximizar a capacidade diagndstica enquanto minimiza os resultados
falso-positivos, a fim de fornecer aos clinicos diagndsticos e informagbes com as
quais eles terao que conduzir a atengdo ao individuo com alteragdes cromossdémicas

detectadas. Entretanto, o alto custo do método ainda é uma limitacdo importante
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para a indicagdo de seu uso na rotina clinica, estando confinado a centros de
pesquisa e laboratorios privados. Comparativamente, o custo do array CGH é
vinte vezes maior que o custo do cariotipo convencional, desconsiderando as
taxas de importagao e o custo do scanner de laminas. Para este estudo, o custo
foi determinante para a definicdo do tamanho amostral e para a opgéo de nao
investigacdo dos pais biologicos para os 13 casos com alteragdes moleculares
mais significativas. A investigacdo dos pais para os treze casos citados implicaria

em um aumento de 50% no financiamento, inviabilizando o mesmo.

Apesar dos desafios ainda a serem vencidos, é evidente que a hibridizacao
gendmica comparativa baseada em microarranjos vem afirmando-se como uma
ferramenta valiosa na identificacdo e caracterizacdo molecular das anomalias
cromossdmicas em fetos com defeitos congénitos, abrindo um novo capitulo na

interface histérica entre a Citogenética Clinica e a Medicina Fetal.

Este estudo apresenta a primeira experiéncia brasileira de utilizagdo da
técnica de array CGH na area de Medicina Fetal, introduzindo a discussao
sobre a adequacao da técnica para nossa realidade e trazendo novas propostas
para os servigcos que atendem fetos com defeitos congénitos. Os achados aqui
apresentados, além de contribuirem com os estudos de caracterizagdo molecular de
quadros dismorficos, podem colaborar para reforcar ou apontar regides
cromossémicas com suspeita de envolvimento nas malformacodes fetais prevalentes
em um laboratério de rotina de citogenética, podendo, em ultima analise, auxiliar na
selecdo de clones a ser incluidos em plataformas de array CGH especificas

para o diagnéstico pré-natal.
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6. Conclusoes

m A técnica de hibridizacdo gen6mica comparativa baseada em microarranjos
(array CGH) foi aplicada com sucesso para o grupo de fetos malformados
encaminhados para estudo citogenético em um laboratério de rotina de
citogenética, atuando de forma complementar e apontando novas propostas

de abordagem.

m A técnica de array CGH contribuiu com a caracterizacao molecular dos quadros
dismérficos apresentados pelos fetos estudados, podendo identificar com

precisdo a origem e a localizagdo cromossdémica das instabilidades gendmicas.

m A caracterizagcdo do perfil genémico de fetos com defeitos congénitos, por
array CGH, permitiu complementar o diagndstico citogenético convencional,
mostrando alteracées que ndo puderam ser detectadas devido ao nivel de
resolugéo obtido com o bandamento G convencional e que levaram a uma

mudanca no diagnadstico citogenético em 27% dos 48 fetos estudados.
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m A caracterizacdo do padrao genémico de perdas e ganhos para algumas
malformagdes fetais especificas permitiu a identificacdo de regides
cromossdmicas provavelmente envolvidas com sua etiologia e que necessitam
ser mais exaustivamente testadas em futuras pesquisas moleculares, podendo
auxiliar na selecao de clones para serem incluidos em técnicas de hibridizacao in

situ, até plataformas de array CGH especificas para o diagnéstico pré-natal.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1 - Ficha clinica

Idade materna:
DUM: / /

HF de malformagdes congénitas:

Achados ultrassonograficos:

USG: Data: / /
IG (US): semanas
IG (DUM): semanas

TERMINO DA GESTACAO:

CASOn @
G P A

Achados dismorficos:

() parto ( ) abortamento IG: semanas Data: / /
Achados dismérficos do RN:

RESULTADOS CITOGENETICOS:

Data da coleta: / /

Material estudado: ( ) sangue de cordao ( ) liquido amnidtico

Resultado do cariétipo convencional:

Ndmero de células avaliadas:

Data do resultado: / /

NOME:

DN: / /
REGISTRO SAME (HC):

ENDERECO:

TELEFONES : -
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8.2. Anexo 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, , anos, RG ,
endereco , telefone __ - ,
HC , aceito colaborar como voluntaria em um estudo que vai tentar identificar

alteracdes na estrutura dos cromossomos do meu bebé.

Fui informada que nao havera necessidade de nenhum procedimento médico a
mais, além do que ja havia autorizado para o estudo do cariétipo, para fins deste estudo. Fui
informada também que, caso ndo queira participar ou desista apds ter concordado em
participar, isso ndo prejudicard meu atendimento atual ou futuro na UNICAMP. Estou
ciente de que material retirado do meu bebé podera ndo ser completamente utilizado no
estudo (se sobrar ou for excluido do estudo). Este material podera ser descartado (jogado
fora) ou armazenado para ser utilizado em futuras pesquisas, dependendo de minha
autorizacao e da aprovacao pelo CEP/FCM/UNICAMP.

Tenho direito a solicitar esclarecimentos de dlvidas sobre a pesquisa em qualquer
momento, contactando a Dra. Isabela pelo telefone (19) 9107 8800. Poderei também
contactar o Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP (CEP/FCM/UNICAMP) pelo
telefone (19) 3521 8936.

Sim, aceito participar do estudo e SIM, autorizo o armazenamento do material

que sobrar.

(Paciente ou seu representante legal, RG: )

Sim, aceito participar do estudo e NAO autorizo o armazenamento do material

que sobrar.

(Paciente ou seu representante legal, RG: )

Dra. Isabela Nelly Machado:

Campinas, de de 20
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8.3. Anexo 3 — Normas de Armazenamento de Material Biolégico Humano no

Ambito de Projeto de Pesquisa

LABORATORIOS CLINICOS ESPECIALIZADOS — CAISM

Citogenética e Cultivo Celular, Marcadores Bioldgicos
e Biologia Molecular, Microbiologia, Patologia Clinica.

Normas para armazenamento de material biolégico humano no ambito de projeto de pesquisa.

1.

10.

O LCE (Laboratérios Clinicos Especializados) € composto por quatro setores
laboratoriais: citogenética e cultivo celular, marcadores bioldgicos e biologia molecular,
microbiologia e patologia clinica. Fica sob a responsabilidade dos coordenadores
setoriais, em consonancia com o chefe dos Laboratérios Clinicos Especializados
(LCE) a guarda e autorizagédo para utilizagdo de todo e qualquer material bioldégico
humano armazenado no laboratério.

O armazenamento de materiais bioldgicos humanos no LCE e em seus setores
justifica-se na necessidade e oportunidade de realizar novas pesquisas no futuro.

S6 serdo armazenadas amostras de material biol6gico humano quando provida de
“Consentimento Livre Esclarecido” assinado pelo sujeito doador e, no qual esteja
incluida de forma clara, a informagcdo de que esta previsto o armazenamento de
amostras para uso em pesquisas futuras.

A utilizagdo do material biolégico humano armazenado atendera, exclusivamente, o0s
objetivos ou aplicages descritas em projetos de pesquisas aprovados pelo Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) da Instituigéo.

O sigilo e respeito a confidencialidade, bem como a possibilidade de rastreamento dos
dados e da origem das amostras serdo garantidos por um sistema de codificaco.

O sistema de codificagao das amostras sera definido pelo responsavel pela guarda
do material biolégico juntamente com o pesquisador responsavel pelo projeto de
pesquisa que gerou a necessidade de armazenamento da amostra.

A possibilidade de contato com os doadores para fornecimento de informacao de
seu interesse (por exemplo, resultados de exames para acompanhamento clinico
ou aconselhamento genético) ou para a obtencao de consentimento especifico para
uso em novo projeto de pesquisa sera garantida pelos dados cadastrais dos
sujeitos mantidos pela instituicdo onde a pesquisa € realizada.

Os materiais biol6gicos armazenados no laboratério serao mantidos, em principio,
pelo periodo de 5 anos a partir da colheita da amostra. O prolongamento do periodo
de armazenamento das amostras dependera da autorizagdo do CEP, mediante a
solicitacdo do depositario, acompanhada de justificativa e relatorio das atividades
de pesquisa desenvolvidas com o material.

O material biolégico humano criopreservado seré depositado em sistema de congelamento
validado, observando um local fixo e pré-determinado que permite a sua localizagao
com facilidade, rapidez e seguranga.

Sera mantido um registro das condi¢cdes dos congeladores ou dos contéineres de
armazenamento, documentando a temperatura ou o nivel de nitrogénio.
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8.4. Anexo 4 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/ctica/index htm!

CEP, 31/01/07.
(Grupo I1I)

PARECER PROJETO: N° 683/2006 (Este n° deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0551.0.146.000-06

I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “DETECCAO DE INSTABILIDADE GENOMICA POR HIBRIDIZACAO
GENOMICA COMPARATIVA (CGH) EM FETOS DISMORFICOS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Isabela Nelly Machado

INSTITUICAO: CAISM/UNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 08/11/06

APRESENTAR RELATORIO EM: 04/12/07 (O formulario encontra-se no site acima)

II - OBJETIVOS

Avaliar a aplicabilidade do método de CGH (Comparative Genomic Hybridization) em
material fetal para o diagnostico de perdas e ganhos gendmicos em fetos dismorficos com
caridtipo normal.

III - SUMARIO

Estudo prospectivo, descritivo, onde 90 casos de gestagdes com feto dismorficos e
cariétipo normal serdo analisadas. Serdo coletados 2 amostras de sangue fetal ou uma amostra de
10 ml de liquido amnidtico para obtengdo do material fetal. Sera realizado o caridtipo
convencional por bandeamento G e o CGH.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O projeto e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido estdo adequados. A
pesquisadora respondeu adequadamente as questdes solicitadas pelos assessores. Foi incluido o
plano de aconselhamento genético que sera realizado pela Dra. Denise Cavalcanti.

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso €
atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem
restrigdes o Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo de Consentimento Livre &
Esclarecido, assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e néo representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

® www.fem unicamp br/pesquisa/etica/index. htm!

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagdo ao CEP e a4 Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA -
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envid-las também & mesma junto com o parecer aprovatério do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item I11.2.¢)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO
Homologado na II Reunifio Extraordinaria do CEP/FCM, em 04 de dezembro de 20006.
L)
Prof®. Dr*. Carmen Silvia Bertuzzo

PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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8.5. Anexo 5 - Resumo das caracteristicas clinicas, citogenéticas e
concentracao de DNA extraido dos 49 fetos incluidos no estudo

Cariotipo [DNA] Idade Idade

Caso Convencional  ng/ul Materna Gestacional Alteracoes ultrassonograficas / Anomalias congénitas
# 46,XX 341 32 38 HDC
#2 46,XY 46 28 23 HDC
#3 46,XY 159 36 22 HDC
#4 46,XX 182 26 24 HDC
#5 46,XX 151 19 23 HDC, Onfalocele, cardiopatia, RCIU
#6 46,XY 471 36 36 HDC
#7 46,XY 98 21 27 DW,DE,ACC.fenda labial, ascite, cardiopatia, hidrocele, micropénis, RCIU
#8 46,XX 65 29 26 DW, cardiopatia, RCIU
#9 46,XX,add(4) 239 19 28 DW, Hidropisia, agenesia diafragmatica
#10 46,XX 130 18 31 DW, ventriculomegalia
#11WeA 46,XY 110 20 24 Onfalocele, acrania, agenesia renal unilateral, agenesia pulmdes
#12W6A 46,XY 114 15 24 Onfalocele
#13 46,XX 21 2 27 Onfalocele ventriculomegalia,fenda labio-palatina,encurtamento ossos
#14 46,XX 13 36 33 Holoprosencefalia lobar
#15 46,XY 259 14 31 Holoprosencefalia lobar
#16 46,XY 150 28 31 Holoprosencefalia semilobar
#7 46,XY 146 19 28 Ventriculomegalia
#18 46,XY 89 28 25 Ventriculomegalia, polegares em adugéo
#19 46,XY 414 16 32 Ventriculomegalia
#20 46,XY 1M1 4 29 Ventriculomegalia
#21 46,XX 47 38 22 Ventriculomegalia
#22 46,XY 116 30 27 Ventriculomegalia, AUU, polidramnio
#23 46,XY 130 30 22 HDC
#24 46,XX 112 21 22 HDC
#25 46,XY 515 20 28 HDC
#26 46.XY 127 28 2% Vent’riculonjegalia, A~CC, D\(\(,onfalogel?, cgrdiopatia, polidactilia, genitalia
ambigua, cisto corddo umbilical, polidramnio
#271 46,XY 444 3 30 Ventriculomegalia, sequestro pulmonar
#28 46 XY 60 28 27 Holoprosencefalia alobar
#29 46 XX 52 17 25 Onfalocele,encefalocele,fenda Iabio-palatina,malformagdo méos e pés
#31 46,XX 211 26 27 HDC, cisto de corddo umbilical, polidramnio
#32 46,XX 166 35 23 HDC
#33 46,XY 100 30 22 HDC
#34 46,XX,22ps+ 150 36 39 HDC
#35 46 XX 378 23 32 Cardiopatia, RCIU, oligodmnio, alteragdes face, AUU, pés tortos
#36 46,XY 215 23 33 Cardiopatia, RCIU, oligodmnio, AUU, hidropisia
#37 46,XY 509 19 30 Cardiopatia, rins multicisticos, fenda labio-palatina, pés tortos
#38 46,XY 329 25 39 Cardiopatia
#39 46,XY 228 17 29 Cardiopatia, agenesia renal unilateral
#40 46,XY 58 25 29 Hidropisia, polidramnio
#41 46,XX 289 36 34 Hidropisia, polidramnio
#42 46,XY 163 18 31 Hidropisia
#43 46, XY 255 17 21 Hidropisia
#44 46,XX 336 M4 27 Cardiopatia, dextroposi¢do estdmago, AUU
Cardiopatia, agenesia renal unilateral, meningocele, alteragdes face, anus
#45 46.XX noa 32 imperfurado, genitalia ambigua, RCIU, AUU
#46 46,XY 81 35 32 Ventriculomegalia, ACC, cardiopatia, fenda labio-palatina, microftalmia
#47 46 XXjinv(9)(p12,021) 65 22 25 Cardiopatia
#48 46,XX,16gh+ 301 29 36 Macrocrania, macrossomia, polidramnio, atresia eséfago (ndo confirmado)
#49 46,XX,9qh- 103 21 37 Ventriculomegalia, ACC, fenda Iabio-palatina
#50 46.XY 105 24 29 Cardiopatia, rim multicistico unilateral, fémur curto, critorquidia, pronagéo

membros superiores, AUU

#30 corresponde ao caso excluido

WGA = Whole Genome Amplification. Casos submetidos a amplificagéo por PCR

[DNA] = Concentragéo de DNA na amostra, em ng/pl

Idade Gestacional = em semanas completas no momento da coleta do sangue fetal para o array CGH

HDC = Hérnia Diafragmatica Congénita RCIU = Restrigdo de Crescimento Intrauterino DW = Malformag&o de Dandy-
WalkerDE = Displasia Esquelética ACC = Agenesia de Corpo Caloso AUU = Artéria Umbilical Unica
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8.6. Anexo 6 — Resumo das caracteristicas clinicas e moleculares dos 13

casos com perdas e ganhos gendmicos considerados significativos
dos pontos de vista citogenético e clinico

Tamanho Nimero

Caso Alteragdo estimado declones  Posigao cromossomica Alterages ultrassonograficas / Anomalias congénitas
(Mb)  alterados
#6 Trissomia 13 122 HDC
#12 Del15q11.2 248 3 chr15:18,461,855-20,942,145  Onfalocele
Del 9934.3 312 2 chr9:136,982,786-140,100,260
#14  Dupl 11p15.5-pter 0.08 3 chr11:189,222-267,188 Holoprosencefalia lobar
Dupl 19913.1-q132  1.34 2 chr19:44,449,022-45,790,433
#15 Del5q12-q13 0.65 2 chrb:69,777,035-70,423,291 Holoprosencefalia lobar
6 Delop22p243 1363 7 chos217a47er7  envicdomegala, ACC, DW.onialocele, cardiopatia polidactia
genitélia ambigua, cisto corddo umbilical, polidramnio
#35 Del4p15.1p16.3 24.62 33 chr4:55,641-24,680,196 Cardiopatia, RCIU, oligoamnio, alteragdes face, AUU, pés tortos
#38 Del15q11.2 1.08 3 chr15:18,461,855-19,545,305  Cardiopatia
#41 Del 14g32.33 0.23 2 chr14:106,048,091-106,278,184 Hidropisia, polidramnio
#42 Del 15g25.2 1.90 2 chr15:80,867,008-82,766,552  Hidropisia
#43 Del15q11.2 0.23 2 chr15:19,316,573-19,545,305  Hidropisia
#6 Dol 9p12 191 2 chr940,643 66741857393 Vgntnculomegalla, ACC, cardiopatia, fenda labio-palatina,
microftalmia
#8 Dol 15q11.213.1 436 14 chri5:21,523223-25,883695 Macrocrania, macrossomia, polidramnio, atresia esofago (ndo
confirmado)
Del 9p13.1-q12 29.98 5 chr9:38,801,540-68,779,336
#50 Del 15112 108 4 chri5:18.461,855-19,545.305 Cardiopatia, im multicistico unilateral, fémur curto, critorquidia,

pronacdo membros superiores, AUU

Casos #12, #14 e #48 apresentaram 2 alteragdes cromossomicas.
HDC = Hérnia Diafragmatica Congénita

ACC = Agenesia de Corpo Caloso

DW = Malformag&o de Dandy-Walker

AUU = Artéria Umbilical Unica

RCIU =

Restricdo de Crescimento Intrauterino
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8.7. Anexo 7 — Classificacao dos clones alterados dentro dos grupos de

malformacoes fetais

ALTERAGOES
CASO ”
ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regido Clone Regido Clone Regidao
HERNIA DIAFRAGMATICA CONGENITA
# RP11-239E10 1q41-42.13 RP11-555E9 8p23.3 RP1-103M22 6p24
RP11-257P3 8921.2-21.3 RP11-22F2 14423.1
#2
RP11-1197E19 4p16.3 RP1-163M9 1p35.1-36.21 RP4-628J24 1p36.33
RP4-580L5 8p23.3 RP1-273P12 6p22.3-23 RP11-547D24 1p36.33
RP1-12803 6q21-22 RP11-73D11 1932.1
GS-908-H22 11pter RP11-352A18 328
RP11-616M22 16p13.3 RP11-1003 4932.2
RP11-252A24 16422.3 RP1-133H11 6p24
#3 RP5-59D14 17p13.3 RP11-213G6 8p21.2
RP11-300G13 17q24.3 RP11-216L13 9934.3
RP3-402G11 22q13.33 CTD-2009H2 119133
RP11-303117 15q13.3
RP11-537K8 15q22
RP11-62C7 18921.33
RP3-437022 22q12.2~13.1
“ RP11-79M19 10q25.3
RP11-744L17 17912
RP11-18M11 10q11.21 RP3-395M20 1p
45 CITB-51J22 7q11.23
RP11-304L19 16p132.3
RP11-744L17 17q12
Trissomia 13 RP11-348A21 7p22.2 RP11-69122 6q12
RP11-20L17 7q11.21 RP11-537K8 15q22
RP11-45N18 7q11.1-11.2 RP1-14113 22q13.1~13.33
#6 RP11-776G16 7q11.23
RP11-17M8 8q24.2
RP11-80F22 16p11.1
RP3-355C18 229133
RP11-625N16 2p25.3
#23 RP11-52G4 4q34.1
RP17909 17q11.2-12
#24 RP11-13C13 12p13.2
RP11-311A12 9p23 RP11-34124 1p21.1
45 RP11-344A5 10921.2-g22.1 RP11-90A15 5q23.1
RP11-69122 6q12
RP11-765C10 10g23.31
RP11-121C9 1q41 RP11-477N3 2p16.2
RP11-140B20 2q14.3 RP11-34N13 2q33.1
RP11-352E6 4p15.33 RP11-91M18 3p21.31
RP11-29F10 4p15.1 RP11-5K24 4q21.21
RP11-91M6 5p13.1 RP11-636B14 49352
RP11-184M21 8q24.22 RP11-22L.21 6q16.1
RP11-63P12 921.1312924.33  RP11-164G6 6q22.33
431 RP11-81G12 21921.1 RP11-957J11 7921.11
RP11-61A21 RP11-170D7 7931.1
RP11-56H7 10p12.31
CMB9-92L10 11914.1
RP11-555G19 11q25
RP11-511H9 12q23.2
RP11-114P16 1423.1
RP11-79B13 14024.1
RP11-81L17 15q25.2
432 RP11-63K6 6915
RP11-80H6 16924.1
#33
RP11-1N7 2p25.3 RP11-90G17 5p14.1
#34 RP11-21A22 10911.22 RP11-720L3 18p11.21
RP11-354F21 22q11.1
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CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regiao Clone Regiao Clone Regiao
HOLOPROSENCEFALIA
RP1-283E3 1p36.21-36.33 RP11-602P21 6p21.2
RP1-160H23 1944 RP11-48C7 9q34.3
RP11-328L16 2p22-23 RP11-67A5 19913.1~13.2
RP3-375M21 6q14.1~15 RP11-384E6 19913.2
RP1-44H16 11p15.5 RP11-17120 19913.3
(GS-908-H22 11pter
RP5-908H22 11p15.5
#14 RP11-598F7 12p13.33
RP11-277E18 12p13.2-13.3
RP11-256C2 14911.2~12
RP11-26M6 14913
RP11-173D3 15q11.2
CTD-2184G2 15026.3
RP11-64L12 16p13.3
RP1-104C13 22q13.2~13.3
RP11-551B22 5q13 RP11-34/24 1p21.1~21.3
415 RP11-195E2 5q12 RP11-537K8 15922
CTB-23115 7911
RP11-300G13 17924.3
RP11-91G12 1931.3 RP11-118M12 2q37.3
RP11-625N16 2p25.3 RP11-352A18 3928
RP11-551B22 5q13 RP3-462C17 6p21.1
GS-261-B16 10gter RP11-3G21 8p22
RP11-107019 15q11.2 RP11-483F11 10923.31-24
16 RP11-23J11 15q14 RP11-416K5 15921
RP11-160E2 17p11.2 RP11-537K8 15922
RP1-14113 22q13.1~13.33 RP11-46E14 17925.3
GS-325-123 19qter
RP5-860F19 20p12.3~13
RP11-379J5 20p11.23
RP4-745C22 22911.22~12.3
RP11-80F22 16p11.1 RP11-353K11 2q11.2
408 RP5-1011017 2q37.3
RP11-15M20 5q14.2
RP1-103M22 6p24
CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regiado Clone Regido Clone Regiao
VENTRICULOMEGALIA
RP11-503G7 12g24.33 GS-62-L8 1p36.33 RP3-395M20 1p
RP11-332L18 1941 RP11-314K4 1p13.3
RP11-203P12 4q22-23 RP11-17013 3q12.3
RP1-217P22 6p21.1~21.31 RP11-21B17 3q24
RP11-122K13 10g26.3 RP11-1003 4932.2
GS-908-H22 11pter RP11-603017 5q35.2
RP11-79A4 11p11.2 RP1-273P12 6p22.3-6p23
RP11-496H24 12911 RP4-531J23 7p21.2
417 RP11-23J11 15q14 CITB-23M10 7p15.3
GS-154-P1 15qter RP4-665P5 7q911.23
RP11-728H8 16p13.3 RP11-8906 11p15.4
RP11-81D3 16q12.2 RP11-216P6 17p13
RP11-380H7 17p13.3 RP11-46E14 1725.3
RP11-160E2 17p11.2 RP11-14919 17q25.3
RP11-744L17 17912 RP11-383B15 19p13.3
RP1-99K24 22q13.33 RP11-317E13 19913.2
GS-325-123 19qter
RP3-337018 20q12-13.1
#18 RP11-451E16 9933
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RP11-91G12 1931.3 RP5-905H16 1p22.1-22.3
RP11-203P12 4q22-23 RP11-353K11 2q11.2
RP11-16E6 4931.21 RP11-102M8 2q24.3
RP11-1003 4932.2 RP11-146E16 3p13-14
RP3-44211 6q12-13 RP11-21B17 3924
RP1-30405 6q12-13 RP11-352A18 3q28
RP1-12803 6g21-22 RP11-90P15 4q13.1
RP11-45N18 7911.1-11.2 RP11-115A14 4q25
#19 RP11-38P6 9p13.1 RP11-18M19 5p14.3
RP11-314P12 10q11.22 RP1-273P12 6p22.3-23
RP5-998N23 11p15.5 RP1-70A9 6q16.3-22.1
RP11-496H24 12911 RP3-451B21 6q24
RP11-26M6 14q13 RP11-41F23 7911.21-11.22
RP11-23J11 15q14 RP11-3G21 8p22
RP11-597K23 15025.2 RP11-353E22 14922.2
RP11-334D3 16p13.3 RP11-81L19 16p12-p13.1
RP11-81D3 16q12.2 RP11-787D11 16922.3
RP11-744L17 17912
420 RP11-625N16 2p25
RP5-963K23 20913
#21 RP11-793G16 9q12 RP11-709B10 4q22.3
RP11-89A10 6q23-24
40 RP11-329010 2933
#7 RP1-126A5 1936.21
RP5-1060K6 15q11.2
#49* RP11-671M22 15q25.2
RP1-14113 22913.2
#13* RP5-905H16 1p22.1 RP5-879H24 1p32.2
RP11-277E18 12p13.2 RP11-16B4 2p16.3
RP11-31F19 9p24.3 RP11-511H9 12923
RP11-472J6 9p24.3
RP11-31M2 9p24.3
#26™ RP11-79K3 9p23-p24.3
RP11-382H24 9p23
RP11-120J1 9p22.1-p23
RP11-79B9 9p22~23
RP11-598F7 12p13.33 RP11-271E2 3p25.1 CTD-2547K4 11q13.4
RP11-811/15 5p156.33 RP11-10E12 219211
RP11-395E19 9p12
#46* RP11-45022 9p12
RP11-496H24 12911
RP11-815P21 14932.33
RP5-1107C24 20q13.33
CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regiao Clone Regiao Clone Regiao
CARDIOPATIAS
Del 4p15-pter RP11-142G1 16q12.1 RP11-79E3 4p15.1
(33 clones) RP11-27K15 5q21.3
#35 RP11-153B11 18q21.31
RP11-59B13 1p13.3 RP5-885E17 1p33
RP11-21B17 3q24 RP11-144B4 4q22.3
RP11-81013 10921.1 11q914.1 RP11-18M19 5p14.3
#36 RP11-7H7 RP3-473B4 6p12.3
RP11-449D3 8q24.23
RP11-31E13 10922.3
RP11-114G1 13¢31.3
- RP11-439A17 1p12 RP11-113P14 139133
RP11-109D4 16p12.3
RP11-173D3 15q11.2
#38 RP11-810K23 15q11.2
RP5-1060K6 15q11.2
CTB-139P11 7q11.23
#39 RP11-259G18 17921
RP11-354F21 22q11.1
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#47
RP11-304L19 16p132.3 RP11-18M11 10q11.21 RP3-395M20 1p
#5¢ CITB-51J22 7q11.23
RP11-744L17 17912
RP11-324L3 10924.32 GS-62-1.8 1p36.33 RP3-395M20 1p
RP1-160H23 1944 RP11-118M12 2q37.3
RP1-12803 6g21-22 RP11-448N11 6q11.1b
#7* GS-112-N13 9q34.3 GS-44-H16 11pter
CTD-2184G2 15q26.3 RP11-598F7 12p13.33
RP11-81D3 16q12.2 RP11-671M22 15p13
RP11-300G13 17924.3 GS-50-C4 17qter
48+ RP1-103M22 6p24 RP11-18115 9g31.2 RP11-217N3 3q13.31
RP11-44D19 8q12 RP11-313P18 15q21
445+ RP11-499D5 16p11.2
RP11-4C12 9p13.1
RP11-38P6 9q12
RP11-173D3 15q11.2
#50* RP11-509A17 15q11.2
RP11-810K23 15q11.2
RP5-1060K6 15q11.2
RP11-91M1 17925.2
RP11-31F19 9p24.3 RP11-511H9 12923
RP11-472J6 9p24.3
RP11-31M2 9p24.3
#26™* RP11-79K3 9p23-p24.3
RP11-382H24 923
RP11-12041 9p22.1-p23
RP11-79B9 9p22~23
444 RP11-219C24 1p26.21 CTD-2351A16 5p13.3
CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regido Clone Regido Clone Regido
ONFALOCELE
RP5-915N17 1942.11-42.3 RP1-9E21 1924-25
RP11-340A14 7q11.23 RP11-11G7 29243
RP4-669B10 7935 RP11-38F19 6p12
RP11-91A23 10p11.2 CTB-135117 9934.3
#12 RP11-183H16 12913.3 RP11-311J21 9g34.3
RP11-173D3 15q11.2 RP11-353E22 14922.2
RP11-509A17 15q11.2 RP11-274A17 16p11.2
RP11-107019 15q11.2 RP11-7909 17q11.2-12
RP11-80F22 16p11.1
RP11-744L17 17q12
RP11-18M11 10q11.21 RP3-395M20 1p
#5¢ CITB-51J22 7911.23
RP11-304L19 16p132.3
RP11-744L17 17912
RP11-433M14 17p13 RP11-220014 3p12.3b RP11-11G7 2q24.3
#11* RP11-340A14 7q11.23 CITB-23M10 7p15.3
RP11-163N6 8q12-13
#13* RP5-905H16 1p22
#09* RP11-11F5 2q22.1 RP4-601K24 1p22.3-p31.2 RP1-121G13 6q16
RP11-118M12 2937.3 RP11-90119 3q13.1
RP11-31F19 9p24.3 RP11-511H9 12923
RP11-472J6 9p24.3
RP11-31M2 9p24.3
#26™* RP11-79K3 9p23-p24.3
RP11-382H24 9p23
RP11-12041 9p22.1-p23
RP11-79B9 9p22~23
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s/ ALTERAGOES

BT ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regiao Clone Regido Clone Regiao
MALFORMAGAO DE DANDY-WALKER
RP11-20206 13932 RP1-224A6 1p35.1~36.23 RP11-86F24 1p21
RP11-91J11 4q21-22 4921.23  RP11-16A1 2q12.3
RP11-8N8 5p13 RP11-53F2 4p15.1-4p15.1
RP11-67N10 6q21-22 RP11-91C2 4q24-4q25
#10 RP1-12803 12913.3 RP11-3C24 5p
RP11-183H16 RP11-47L19 5q23.1
RP4-676J13 6q14
RP11-202C2 10q24.33-25
RP11-626C11 10925.1-26.1
CTD-2147G24 20p12.3
GS-62-L8 1p36.33 RP3-395M20 1p
RP1-160H23 1044 RP11-118M12 2q37.3
RP1-12803 6g21-22 RP11-448N11 6q11.1b
47 GS-112-N13 9q34.3 RP11-324L3 10q24.32
CTD-2184G2 15026.3 GS-44-H16 11pter
RP11-81D3 16q12.2 RP11-598F7 12p13.33
RP11-300G13 17924.3 RP11-671M22 15p13
GS-50-C4 17qter
RP11-18115 9931.2 RP11-217N3 3q13.31
48+ RP1-103M22 6p24
RP11-44D19 8q12
RP11-313P18 15921
RP11-31F19 9p24.3 RP11-511H9 12923
RP11-472J6 9p24.3
RP11-31M2 9p24.3
#26™* RP11-79K3 9p23-p24.3
RP11-382H24 9p23
RP11-12041 9p22.1-p23
RP11-79B9 9p22~23
CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regido Clone Regido Clone Regido
HIDROPISIA NAO IMUNE
#40 RP11-25C1 15q11 RP11-506D12 17921
441 RP11-12F16 14¢32.33
RP5-820M16 14932.33
RP11-152F13 15¢25.2
#42 RP11-671M22 15q25.2
RP11-104N14 18921
CASO S/ ALTERAGOES
ALT. ALT. DESCRITA CNV ALT. NAO DESCRITA
Clone Regiao Clone Regiao Clone Regiao
POLIMALFORMADOS
RP11-304L19 16p132.3 RP11-18M11 10q11.21 RP3-395M20 1p
#5 CITB-51J22 7911.23
RP11-744L17 17912
RP11-324L3 10q24.32 GS-62-L.8 1p36.33 RP3-395M20 1p
RP1-160H23 1944 RP11-118M12 2q37.3
RP1-12803 6g21-22 RP11-448N11 6g11.1b
#7 GS-112-N13 9q34.3 GS-44-H16 11pter
CTD-2184G2 15026.3 RP11-598F7 12p13.33
RP11-81D3 16q12.2 RP11-671M22 15p13
RP11-300G13 17924.3 GS-50-C4 17qter
48 RP1-103M22 6p24 RP11-18115 9931.2 RP11-217N3 3q13.31
RP11-44D19 8q12 RP11-313P18 15q21
RP11-433M14 17p13 RP11-220014 3p12.3b RP11-11G7 2q24.3
#11 RP11-340A14 7q11.23 CITB-23M10 7p15.3
RP11-163N6 8q12-13
#13
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#29

#35

#37
#45

#46

#48

#49

#50

#26™

RP11-11F5
RP11-118M12
Del 4p15-pter
(33 clones)

RP11-598F7

2q22.1 RP4-601K24
2q37.3 RP11-90119
RP11-142G1

RP11-439A17
RP11-109D4
RP11-499D5

12p13.33 RP11-271E2
RP11-811115
RP11-395E19
RP11-45022
RP11-496H24
RP11-815P21
RP5-1107C24
RP11-690C23
RG-172-113
RP11-4C12
RP11-15E1
RP11-344G16
RP11-38P6

Del 15q11.2-q13.1 RP11-793G16

(14 clones) RP11-810H22
RP11-350A1
RP11-385H1
RP11-441B20
RP11-607F22
RP11-339C21
RP11-595N10
RP5-1060K6
RP11-671M22
RP1-14113

Del 15q11.2 (4 clones)

RP11-31F19
RP11-472J6
RP11-31M2
RP11-79K3
RP11-382H24
RP11-120J1
RP11-79B9

9p24.3
9p24.3
9p24.3
9p23-p24.3
9p23
9p22.1-p23
9p22~23

1p22.3-p31.2
3q13.1
16q12.1

1p12
16p12.3
16p11.2

3p25.1
5p15.33
9p12
9p12
12911
14932.33
20q13.33
1q44
2q37.3
9p13.1
9p11.2
9p11.2
9q12
9q12
15q11.2
15q11.2
15q11.2
15q11.2
15912
15912
15912
15q11.2
15q25.2
22q13.2

RP1-121G13

RP11-79E3
RP11-27K15
RP11-153B11
RP11-113P14

CTD-2547K4
RP11-10E12

RP11-511H9

6916

4p15.1
50213
18q21.31
13913.3

11134
21q21.1

12923

Clones e regides em italico: delegdes
Clones e regides em formatagdo normal: duplicagdes
Clones e regi6es sublinhados: alteragdes com significado incerto
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