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RESUMO

Os rearranjos cromossdmicos equilibrados (RCEs) séo responsaveis pela mudanca
na posicdo e/ou na orientacdo do segmento cromossémico em um ou mais
cromossomos, podendo ser translocacdes, inversdes e insercdes. Os rearranjos
cromossOmicos complexos (RCCs) envolvem mais de dois cromossomos e mais de
dois pontos de quebra, com trocas de segmentos cromossdmicos entre si. Esses
rearranjos podem ser herdados ou de novo. Alteragbes fenotipicas podem ser
encontradas em 5 a 10% dos individuos com RCEs e em 30% daqueles com RCCs.
Nesses casos o0s individuos podem apresentar desequilibrios genémicos
submicroscoépicos associados aos pontos de quebra, em outras regides do genoma
ou em ambas as regides. O objetivo principal deste trabalho foi investigar
desequilibrios gendmicos em individuos portadores de RCEs ou RCCs com
alteracbes fenotipicas. Foi realizada a revisdo dos resultados de caridtipo do
Laboratorio de Citogenética Humana e Citogenbmica da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp em um periodo de 30 anos. Foram identificados 151 individuos
com RCEs ou RCCs , sendo 147 com RCEs: 109 translocacfes, 27 inversdes e 11
insercdes; e quatro RCCs. Desses individuos, 109/151 (72%) apresentaram fenétipo
normal e 42/151 (28%) fenétipo anormal. Em relagdo a origem parental, em 62/151
(41%) individuos o rearranjo era herdado, em 16/151 (11%) de novo, e em 73/151
(48%) a investigacdo parental ndo foi completada. A analise cromossémica por
microarray (CMA — Chromosomal Microarray Analysis) foi realizada para 14
individuos, utilizando o chip CytoScan 750K (Affymetrix®). A analise dos resultados
foi realizada por meio do programa Chromosome Analysis Suite (Affymetrix®) e a
classificacdo das variantes foi realizada de acordo com as recomendacdes do
Colégio Americano de Genética Médica (ACMG — American College of Medical
Genetics). A CMA revelou que 7/14 (50%) dos casos eram realmente equilibrados e
0os outros 7/14 (50%) apresentaram desequilibrios gendmicos, sendo 5/14 (36%)
classificados como patogénicos ou provavelmente patogénicos e 2/14 (14%)
classificados como variantes de significado incerto. A conclusdo diagndstica foi
obtida para 4/14 (29%) individuos. Nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, que aponta que cerca de 30 a 50% dos RCEs em individuos com
alteracdes fenotipicas sdo de fato desequilibrados. Além disso, a revisdo da

literatura, comparando os casos herdados e de novo, mostrou que a maioria dos



desequilibrios presentes nos casos herdados sdo encontrados em outras regides
gendmicas, ndo associadas aos pontos de quebra do RCE. Esses resultados
sugerem que desequilibrios associados aos pontos de quebra entre os casos

herdados n&o sdo uma causa comum do fenétipo nesses individuos.

Palavras-chave: aberracdes cromossdmicas; fenotipo; anormalidades congénitas;

deficiéncia intelectual; hibridizagdo genémica comparativa.



ABSTRACT

Balanced chromosomal rearrangements (BCRs) are changes in the position and/or
orientation of chromosomal segments on one or more chromosomes, including
translocations, inversions, and insertions. Complex chromosomal rearrangements
(CCRs) involve more than two chromosomes and more than two breakpoints, with
exchanges of chromosomal segments between them. These rearrangements can be
inherited or de novo. Phenotypic alterations can be found in 5 to 10% of the
individuals with RCEs and in 30% of those with RCCs. In these cases, individuals
may have submicroscopic genomic imbalances associated to the breakpoints, on
other genomic regions, or on both regions. The main objective of this study was to
investigate genomic imbalances in individuals with BCRs or CCRs with phenotypic
alterations. We reviewed the karyotype results from the Laboratory of Human
Cytogenetics and Cytogenomics of the School of Medicine of the Unicamp, over a
30-year period. We identified 151 individuals with BCRs or CCRs, including 147
BRCs: 109 translocations, 27 inversions, 11 insertions; and four CCRs. Among these
individuals, 109/151 (72%) had a normal phenotype, while 42/151 (28%) had an
abnormal phenotype. Regarding parental origin, the rearrangement was inherited in
62/151 (41%) individuals, de novo in 16/151 (11%), and the parental investigation
was not completed in 73/151 (48%) cases. Chromosomal Microarray Analysis (CMA)
was performed on 14 individuals using the CytoScan 750K Array (Affymetrix®). The
analysis was conducted using the Chromosome Analysis Suite (Affymetrix®), and
variant classification was performed according to the recommendations of the
American College of Medical Genetics (ACMG). CMA revealed that 7/14 (50%) cases
were indeed balanced, while the other 7/14 (50%) had genomic imbalances, with
5/14 (36%) classified as pathogenic or probably pathogenic and 2/14 (14%) classified
as variants of uncertain significance. A diagnostic conclusion was obtained for 4/14
(29%) individuals. Our results are consistent with the literature, which points that
approximately 30 to 50% of patients with BCRs and phenotypic alterations are
indeed imbalanced. Furthermore, the literature review comparing inherited and de
novo cases revealed that most imbalances found in inherited cases are located on
other genomic regions, not associated with the BCR breakpoints. These results
suggest that imbalances associated with the breakpoint regions in inherited cases

are not a common cause of the phenotype in these individuals.



Keywords: chromosome aberrations; phenotype; congenital abnormalities;
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1. Introducéo

1.1 Rearranjos cromossdmicos estruturais

Os rearranjos cromossdémicos estruturais sdo grandes alteracdes
no genoma que podem envolver milhdes de pares de bases. Eles ocorrem
como resultado de uma reconstituicdo anormal de cromossomos que sofreram
quebras no DNA. Essas quebras sao frequentemente causadas pelas
caracteristicas estruturais do genoma, que possuem uma suscetibilidade
especifica para gerar rearranjos (1). Cerca de 1 em cada 375 neonatos
apresenta rearranjos cromossdmicos estruturais. Esses rearranjos sao
classificados como equilibrados, quando a quantidade de material
cromossOmico permanece inalterada, mas rearranjada, e como desequilibrados

guando hé alteracdo na quantidade de material genético (2).

1.2. Rearranjos cromossdmicos desequilibrados

Os rearranjos cromossomicos desequilibrados se dividem em
delecdes, duplicagbes, isocromossomos e cromossomos em anel. Esses
rearranjos resultam na perda ou ganho de material genético, levando a
monossomias ou trissomias parciais. Portadores de rearranjos desequilibrados,
independentemente se apresentam uma alteracdo de novo ou herdada, quase
sempre apresentam alteracdes fenotipicas (3). No entanto, as caracteristicas
fenotipicas associadas as duplicacbes sao geralmente menos graves do que
aguelas associadas as delecdes. Isso ocorre porque a perda de material
genético, em geral, tem maiores consequéncias do que o ganho, e as
caracteristicas clinicas variam dependendo do tamanho e contetdo genético
afetado (4).

1.3. Rearranjos cromossdmicos equilibrados

Os rearranjos cromossdmicos equilibrados (RCEs) séo
identificados principalmente pela analise do cariétipo com bandamento G. Eles
configuram a mudanca na posicdo e (ou) na orientacdo do segmento

cromossomico (Figura 1) (5). Os RCEs podem envolver um ou mais
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cromossomos e podem ser transmitidos entre as geracdes de uma familia,
onde dificilmente sédo detectados. Entretanto, possuem maiores riscos de prole
com rearranjos cromossémicos desequilibrados e abortos espontaneos. Em
alguns casos, também podem ser de novo, representando um caso esporadico

na familia (4).

Os RCEs podem ser dos seguintes tipos: translocacbes
reciprocas (Figura 1A), sendo o tipo de rearranjo equilibrado mais encontrado,
com uma frequéncia de 1/560 nascidos vivos (6). Sua formacdo ocorre
quando dois cromossomos ndo homodlogos sofrem quebras, gerando
segmentos que sao translocados entre si. As inversdes (Figura 1B)
apresentam uma incidéncia de 1/1.000 nascidos vivos (6) e sua formacéo
ocorre a partir de duas quebras cromossdémicas em um cromossomo, gerando
um segmento que é inserido em posicao invertida no mesmo cromossomo.
Elas podem ser paracéntricas, quando ndo incluem o centrémero, com duas
quebras em um mesmo brago cromossomico, ou pericéntricas, quando
incluem o centrébmero, com uma quebra em cada brago cromossdmico.
Estudos revelaram que as inversdes sao encontradas em pais de portadores
com uma frequéncia de 85 a 90% dos casos, mostrando que a grande maioria
dos casos de inversdes é herdada (7). Por fim, as inser¢cbes (Figura 1C)
possuem uma incidéncia de 1:3.380 a 1:5.200 nascidos vivos (8) e sao
formadas quando um cromossomo sofre duas quebras cromossémicas,

gerando um segmento que é inserido em outro cromossomo ndo homdélogo.
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Figura 1. Representacdo de rearranjos cromossdmicos equilibrados.
A: Uma translocacgéo reciproca equilibrada envolvendo os bragos curtos dos
cromossomos 1 e 9 [t(1;9)(p32.3;p21)]. B: Uma inversdo pericéntrica do
cromossomo 9 [inv(9)(p11g13)] considerada como benigna, com pontos de
quebra em ambos o0s bragos cromossémicos assimétricos em relacdo ao
centrbmero, alterando a razdo entre os bracos curto e longo do cromossomo
invertido. C: Uma insercédo, onde um segmento do braco curto do cromossomo
11 foi inserido na regido proximal do brago longo do cromossomo 5, formando
uma insercdo intercromossémica [ins(5;11)(gq13.1;p15.3p13)]. Adaptado de:
Os principios da citogenética clinica, 42 edicao, Kaiser-Rogers e Rao, 2013.
(151,160 e 165) (4)

1.4 Rearranjos cromossdmicos complexos

Alguns rearranjos cromossdmicos estruturais podem envolver mais
de dois cromossomos e mais de dois pontos de quebra, com trocas de
segmentos cromossOmicos entre si, e sao chamados de rearranjos
cromossomicos complexos (RCCs) (9). A grande maioria dos RCCs sao a
combinacdo entre translocacdes e sdo considerados extremamente raros
(10). No entanto, com o0 uso de novas tecnologias, tornou-se evidente que
esses rearranjos sao mais comuns do que se pensava e tém sido associados
a distarbios do desenvolvimento e anomalias congénitas multiplas (11). Eles
podem ser de novo, em 70 a 75% dos casos, ou herdados (9). Entretanto, os
portadores de RCCs apresentam um maior risco de gerar prole com
rearranjos cromossOmicos desequilibrados e tém um alto risco de abortos
espontaneos devido a segregacdo dos cromossomos durante a meiose, 0 que

dificilmente gera gametas viaveis (10).
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Existem trés principais tipos de RCCs: o three-way (Figura 2A), que
envolve a quebra de trés cromossomos e a formacao de trés cromossomos
derivados a partir da translocacdo de seus segmentos; double two-way
(Figura 2B) em que ocorrem duas translocacBes reciprocas simples,
independentes e simultaneas; e os RCCs excepcionais (Figura 2C) que
envolvem mais de seis pontos de quebra e podem envolver quatro ou cinco
cromossomos, geralmente incluindo rearranjos estruturais equilibrados
(translocacao, inversao, insergcédo) e desequilibrados (duplicagédo e delecéo),
onde um cromossomo derivado pode conter segmentos cromossomicos de

mais de um cromossomo nao homaélogo (9).
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Figura 2. Classificacdo de rearranjos cromossémicos complexos
(RCCs). A: RCC three-way, em que ocorrem quebras em trés cromossomos e
seus segmentos sdo translocados, formando trés cromossomos derivados
[der(A), der(B) e der(C)]; B: RCC double two-way, em que ocorrem duas
translocacdes simples independentes e simultaneas; C: RCC excepcional, em
que ha mais de seis pontos de quebra, onde um cromossomo derivado pode
conter segmentos cromossdmicos de mais de um cromossomo ndo homélogo
. Adaptado de: Pellestor (2019), (12).

1.4. Mecanismos de formacgéo dos rearranjos

cromossOmicos estruturais

Os rearranjos cromossdmicos possuem diferentes mecanismos de
formacdo: a recombinacdo homologa nao alélica (Non-Allelic Homologous
Recombination — NAHR) que gera rearranjos cromossOmicos recorrentes
guanto aos pontos de quebra. Assim, o conteiddo gendmico e tamanhos séo

semelhantes mesmo entre individuos ndo aparentados (13,14). Esse
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mecanismo € mediado por repeticdes com baixo niumero de cépias (Low Copy
Repeats — LCRS), que possuem entre 95% e 97% de similaridade entre si (15).
Devido a essa similaridade, copias nédo alélicas de LCRs podem ser alinhadas
de forma desigual durante a divisado celular e, assim, resultar em duplicagcéo e
(ou) delecao, quando as LCRs estédo localizadas no mesmo cromossomo e na
mesma orientacdo; em inversfes, quando em orientacdes opostas; e em
translocacdes, quando as LCRs estdo em cromossomos ndo homoélogos (16).

Além do NAHR, que gera rearranjos cromossdmicos recorrentes,
h& outros mecanismos responsaveis por rearranjos nao recorrentes, que
apresentam diferentes pontos de quebra, conteidos genémicos e tamanhos
em individuos ndo aparentados. Entretanto, alguns deles podem compartilhar
regides cromossdmicas de sobreposicdo, onde abrigam loci associados a
distarbios genémicos especificos (13,14). Entre esses mecanismos, se inclui a
juncdo das extremidades ndo homologas (Non-Homologous End Joining —
NHEJ), responsavel principalmente por gerar rearranjos cromossémicos
equilibrados, como as translocacdes reciprocas (Figura 3). Esse mecanismo
repara as quebras de fita dupla do DNA (Double-Strand Breaks — DSB) através
da baixa similaridade. Essas quebras podem ser ocasionadas por motivos
fisiol6égicos e (ou) patolégicos (17). O processo de reparo ocorre em quatro
etapas: deteccdo da DSB, ponte entre as extremidades quebradas de DNA,
adicdo ou remocao de nucleotideos para aumentar a homologia entre as
regides e a ligacdo (18). Outro mecanismo € o de juncdo das extremidades
mediada por microhomologia (Microhomology-Mediated End-Joining — MMEJ)
também baseado em DSBs, mas que conta com microhomologia entre as
extremidades para a realizagéo do reparo (19).
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Figura 3. Rearranjos cromossomicos originados a partir do
mecanismo de juncdo das extremidades ndo homodlogas (Non-Homologous
End Joining — NHEJ). A: A mutacdo espontanea ocorre aleatoriamente em uma
posicdo gendmica e resulta em quebras de fita dupla (DSBs). B: Os DSBs
quando ndo séo reparados, resultam em cromossomos mais curtos e
segmentos acéntricos que podem se perder. C: Se dois DSBs ocorrem
simultaneamente em dois cromossomos ndo homologos, o mecanismo NHEJ
pode gerar translocacdes reciprocas. Adaptado de: Mehrabi e colaboradores
(2017), (20).

Outros mecanismos incluem aqueles originados por estresse de
replicacdo do DNA. O mecanismo de blogueio da forquilha de replicagdo com
mudanca de fita molde de DNA (Fork Stalling and Template Switching —
FoSTeS) ocorre durante a replicacdo do DNA, onde a forquilha de replicacéo &
interrompida, a fita atrasada se separa do molde original e invade outras
forquilhas de replicacéo ou retorna a original, reiniciando a sintese de DNA. Se
ocorrer em outro cromossomo nao homoélogo, resulta em translocacéo,
enquanto se a fita atrasada invadir outra forquilha de replicacdo no mesmo
cromossomo, avang¢ando downstream ou upstream, pode causar delecéo,
duplicacdo ou inversao (13,21). Aléem deste, h4 o mecanismo de replicacéo
induzida por quebra mediada por microhomologia (Microhomology-Mediated
Break-Induced Replication — MMBIR), no qual a forquilha de replicacédo €

rompida e uma DSB de extremidade uUnica é formada. A remocdo da
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extremidade 5' produz uma saliéncia de fita simples 3', que pode invadir outras
regides genbmicas com microhomologia. Uma nova forquilha de replicacéo &
estabelecida nesta nova regido e a sintese de DNA é reiniciada, podendo ser
repetida em outras regides do genoma (22).

Alguns desses mecanismos podem ocorrer mais de uma vez em um
mesmo locus em um cromossomo, ou em mais de um cromossomo, e esse
processo € chamado de chromoanagenesis, um termo utilizado para
representar os mecanismos de formacdo dos RCCs. Esses mecanismos
podem ser chromothripsis, chromoanasynthesis e chromoplexy (23). A
chromothripsis envolve a quebra de um Unico cromossomo, total ou
parcialmente (Figura 4A). Essas quebras ocorrem por multiplos DSBs
agrupados que dividem o cromossomo em fragmentos menores, que Sao entao
organizados em orientacdes e posicdes diferentes, utilizando os mecanismos
NHEJ e MMEJ (12,24-28).

A chromoanasynthesis se caracteriza por reconstituicdo
cromossbmica, que envolve apenas um cromossomo ou locus especifico.
Durante esse processo, 0 cromossomo envolvido passa pelos mecanismos de
FosTeS e MMBIR, resultando na replicacdo do segmento cromossdmico
envolvido e na formacdo de um novo cromossomo rearranjado. Esse
mecanismo € o principal responsavel pela formacdo de multiplas duplicaces e
(ou) triplicagcbes em um mesmo locus. Ja a chromoplexy ocorre a partir de
DSBs em mais de dois cromossomos nao homélogos, reconstituindo os
segmentos gerados em diferentes orientacdes e posicdes, resultando em
menos pontos de quebra em um mesmo cromossomo. Os mecanismos de

NHEJ e MMEJ sao responsaveis por essas reconstituicdes (12,28).
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Figura 4. A: Chromothripsis: um cromossomo passa por multiplas
DSBs e o0s segmentos cromossdmicos sdo reconstituidos através dos
mecanismos de NHEJ e MMEJ de maneira aleatéria e desorganizada, podendo
ocasionar delecdo de segmentos cromossomicos. B: Chromoanasynthesis:
apenas um braco ou um locus especifico de um cromossomo sofre ressintese
de segmentos de DNA em um processo envolvendo os mecanismos FoSTeS
ou MMBIR, formando um cromossomo derivado, que pode apresentar
inversdes, delecbes e principalmente duplicacdes e triplicacbes. C:
Chromoplexy: os cromossomos que sdo envolvidos passam por DSBs que séo
reconstituidos através dos mecanismos de NHEJ e MMEJ, gerando
translocacdes e RCCs. Adaptado de: Burssed e colaboradores (2022), (22).

1.5. Rearranjos cromossémicos equilibrados e rearranjos
cromossémicos complexos em individuos com alterac@es fenotipicas

Os RCEs ocorrem com uma frequéncia de 0,52 a 1,54% na
populacdo geral (29,30), sendo que na maioria dos casos eles ndo estdo
associados a alteracdes fenotipicas. Entretanto, esses rearranjos podem
ocasionar reducao da fertilidade, onde cerca de 3 a 6% de um dos membros
de casais com historico de abortos espontaneos de repeticdo, é portador de
um rearranjo equilibrado (31). Além disso, os portadores possuem uma maior
probabilidade de gerar prole com alteracdes fenotipicas devido a um rearranjo
cromossomico desequilibrado. Estima-se que 90 a 95% dos portadores de
RCEs apresentam fenotipo normal (32). J& os RCCs séo extremamente raros
e cerca de 70% de seus portadores apresentam feno6tipo normal (33).

Entre os individuos com alteragbes fenotipicas, as principais

caracteristicas encontradas sdo anomalias congénitas e (ou) deficiéncia
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intelectual (34,35). Sabe-se também que a deficiéncia intelectual é mais
frequente em individuos com translocacdes reciprocas equilibradas do que
em individuos da populacdo geral (36). Os RCEs também podem estar
presentes em individuos com transtorno do espectro autista, em 1,3% dos
casos (32).

As alteracdes fenotipicas observadas em individuos com RCEs
podem ser devido a trés principais mecanismos patogénicos: desequilibrios
gendmicos associados aos pontos de quebra, ndo detectados previamente
devido a baixa resolucdo da técnica de cariétipo com bandas G; interrupcao
de genes sensiveis a dosagem (37); efeito posicional, devido a interrupcéo de
elementos reguladores ou de dominios topologicamente associados
(Topologically Associated Domains — TADs); mecanismos de formacao de
genes quimeéricos; e disturbios do imprinting gendémico (38).

Estudos que utilizaram a Analise Cromossdmica por Microarray
(CMA) a fim de investigar a presenca de desequilibrios genémicos (DGs) em
individuos com RCEs e alteragbes fenotipicas demonstraram que tais
desequilibrios estdo presentes em cerca de 30% a 50% dos casos
(29,30,33,38-42).

Recentemente Satkin e colaboradores (2021) realizaram uma
revisdo de dados publicados por 12 estudos que realizaram a investigacao de
DGs em individuos com RCEs e alteracdes fenotipicas (Tabela 1) (43). Os
resultados demonstraram que a CMA identificou DGs em 96/219 (43,8%) de
todos os pacientes com RCEs, 55/153 (35,9%) nos pacientes com
translocacdes, 10/27 (37%) nos pacientes com inversoes e em 29/39 (74,4%)
nos casos de RCCs. Em apenas um estudo os desequilibrios estavam
presentes em 100% dos casos investigados (42). Também foi realizada a
comparacao entre desequilibrios associados a um dos pontos de quebra ou em
outras regides do genoma, sendo que 24,6% estavam associados aos pontos
de quebra e 19,2% em outras regidbes gendmicas. Todos os resultados
encontrados estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Comparagédo de estudos que realizaram CMA em
pacientes com RCEs e alterac0es fenotipicas.

DGs DGs em
associados outras
Estudos Translocagbes Inversbes RCCs Total a0s pontos regioes
de quebra gendmicas
Gribble e
0/2 5/10 3/10
colaboradores  5/8 (62,5%) - o 0 2/10 (20%) 0
(2005) (39) (0%) (50%) (30%)
De Gregori e
12/13 23/40 16/40 7140
colaboradores  11/27 (40%) - 0 0 0 0
(2007) (33) (92%)  (57,5%) (40%) (17,5%)
Higgins e
4/9 1/9 3/9
colaboradores  4/9 (44,4%) - - 0 0 0
(2008) (41) (44,4%)  (11,1%) (33,3%)
Baptista e
1/2 5/13 4/13 1/13
colaboradores 4/11 (36,3%) - o 0 0 o
(2008) (40) (50%) (38,4%) (30,7%) (7,7%)
Sismani e
2/6 1/6 1/6
colaboradores  2/6 (33,2%) - - 0 o 0
(2008) (38) (33,2%)  (16,6%) (16,6%)
Schluth-
Bolard e 0 a7 4/5 16/33 9/33 7/33
colaboradores 21 (381%) 57000y (B0%) (48.5%)  (27.3%) (21,2%)
(2009) (29)
Gijsbers e 5/5
colaboradores  3/3 (100%)  2/2 (100%) (100%) 2/5 (40%) 3/5 (60%)
(2010) (42) °
Feenstra e
11/40 7/8 18/54 11/54 7/54
colaboradores 0/6 (0%)
(2011) (30) (27,5%) (87,5%) (33,3%) (20,3%) (13%)
Tabet e
4/9 2/9 2/9
colaboradores 2/5 (40%) 2/4 (50%)
(2015) (44) (44,4%)  (22,2%) (22,2%)
Yakut e
4/11 3/11 1/11
colaboradores 3/7 (43%) 1/4 (25%) 0 0 o
(2017) (45) (36,4%) (27,3%) (9,1%)
Simioni e
1/1 3/15 1/15 2/15
colaboradores 1/11 (9%) 0/3 (0%)
(2017) (46) (100%)  (20%) (6,7%) (13,3%)
Satkin e
5/8 7/14 2/14 5/14
colaboradores 1/5 (20%) 1/1 (100%)
(2021) (43) (62,5%) (50%) (14,3%) (35,7%)
Total 55/153 10/27 29/39  96/219 54/219 42/219
(35,9%) (37%) (74,4%) (43,8%) (24,6%) (19,2%)

Adaptado de: Satkin e colaboradores (2021) (43).

Além da identificacdo de DGs, Gribble e colaboradores (2005)

verificaram que

em 3/10

(30%) dos individuos

estudados,

havia
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complexibilidade adicional dos rearranjos, do que identificado anteriormente por
bandas G, incluindo delecdes, inversdes e insercdes associadas ou proximas
de um ou mais pontos de quebra (39).

Poucos estudos realizaram a investigacdo de desequilibrios
genémicos em individuos com RCEs herdados. Aqueles que fizeram,
identificaram a presenca de DGs nos casos herdados em menor quantidade do
que nos casos de novo. Sismani e colaboradores (2008) identificaram
desequilibrios em um de seis casos herdados, duas dele¢bes de ~4,3 Mb e
~2,3 Mb em um caso de translocagcdo entre 0os cromossomos 4 e 7
[t(4;7)(913.3;p15.3)], representando 16,6% dos casos (38). Schluth-Bolard e
colaboradores (2009) identificaram a presenca de desequilibrios em quatro
individuos com RCEs herdados, representando 28,6% dos casos (29). Além
disso, Satkin e colaboradores (2021) também demonstraram que apenas 14 a
25% dos RCEs herdados possuem algum tipo de DG, 0 que sugere que outros
eventos genéticos sao responsaveis pelas alteracfes fenotipicas na maioria
desses casos (43). Apés a identificacdo desses desequilibrios, os rearranjos
passam a ser chamados de rearranjos cromossOmicos aparentemente
equilibrados (RCAEs), onde aparentam ser equilibrados, porém possuem
desequilibrios genémicos que néo foram identificados previamente por cariétipo
com bandas G, devido a sua baixa resolucéo (5 a 10Mb).

Estudos que realizaram a caracterizacdo molecular dos RCEs
mostraram que a quebra intragénica em um dos pontos de quebra esta
presente em 21,3% a 33,9% dos pacientes com RCEs e alteracfes fenotipicas
(47,48). O rearranjo pode causar a interrupcdo de genes sensiveis a dosagem,
incluindo genes conhecidamente causadores de doencas com heranca
autossbmica dominante, e na grande maioria dos casos sdo genes implicados
diretamente em processos biolégicos do sistema nervoso central (40).

Outro mecanismo € o efeito posicional, que é responsavel por
causar alteracdes fenotipicas quando o rearranjo gera a separacao de um gene
da sua regido acentuadora ou promotora, justaposicdo com um elemento
acentuador de outro gene, ou gera uma competicdo com o acentuador de outro
gene (47). Em casos sem genes nos pontos de quebra, a interrupgéo de TADs

foi encontrada em 7,3% a 7,4% dos casos (47,48). Os TADs apresentam alta
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interagdo no genoma e sua interrupgédo pode causar uma interacao acentuador-
promotor ectopica, gerando alteracao na expressao génica (49).

Até o momento, os desequilibrios gendmicos representam o
mecanismo mais frequente associado a alteracfes fenotipicas em pacientes
com RCEs, onde a investigacdo por CMA permite detectar alteracdes de até 1
kb dependendo da plataforma utilizada, e assim identificar variantes no nimero
de copias (Copy Number Variation — CNVs) associadas aos pontos de quebras
ou presentes em outras regides do genoma, que podem apresentar genes
associados aos quadros clinicos, resultando em conclusdes diagndsticas.
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2. Objetivos

2.1.0bjetivo geral

Investigar desequilibrios gendmicos em individuos que apresentam
rearranjos cromossOmicos equilibrados ou rearranjos cromossOmicos

complexos com alteracdes fenotipicas.

2.2.0bjetivos especificos

I. Realizar estudo retrospectivo de casos com rearranjos
cromossOmicos equilibrados ou rearranjos cromossOmicos complexos
identificados no Laboratério de Citogenética Humana e Citogenbémica da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, e nesta amostra:

e ldentificar a frequéncia de individuos com fenotipo normal ou
alterado;
e I|dentificar a frequéncia de casos herdados ou de novo;

e |dentificar a frequéncia dos rearranjos cromossémicos complexos.

II. Investigar desequilibrios genbmicos, associados ou nao aos
pontos de quebra, em individuos com rearranjos cromossémicos equilibrados

ou rearranjos cromossémicos complexos, com alteracdes fenotipicas.
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3. Casuistica e métodos

3.1. Casuistica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Unicamp (CAAE: 47887221.5.0000.5404; Parecer: 5.042.235).

Para a identificacao dos individuos que apresentam RCEs ou RCCs,
foram revisados os resultados de cariétipo realizados no Laboratério de
Citogenética Humana e Citogendmica da FCM - Unicamp entre 1990 e 2020.

Para a investigacdo de desequilibrios genémicos em individuos com
RCEs ou RCCs com alteracdes fenotipicas, foram selecionados 14 individuos,
sendo nove deles acompanhados no Servico de Genética Clinica do Hospital
de Clinicas (HC) da Unicamp, e cinco encaminhados de outros servi¢os de
genética: dois do Servico de Genética Médica do Hospital Universitario da
Universidade Federal do Alagoas; dois do Instituto Fernandes Figueira —

Fiocruz, Rio de Janeiro; e um da Universidade Federal do Maranhao.

3.1.1. Critérios de inclusao e exclusao

Para a andlise retrospectiva de dados foram incluidos todos os
individuos que apresentaram RCEs ou RCCs com fendtipo normal ou
alteracdes fenotipicas, e foram excluidos individuos que apresentaram
rearranjos cromossémicos desequilibrados, translocacbes Robertsonianas e
inversdes do cromossomo 9.

Para a realizacdo da CMA foram incluidos individuos que
apresentaram RCEs ou RCCs com alteracBes fenotipicas, e que estavam em
atendimento nos servicos de Genética, durante a realizagdo deste estudo, ou
com dados obtidos previamente, disponiveis para analise. Foram excluidos

individuos com fenétipo normal.

3.2. Métodos

3.2.1. Estudo retrospectivo
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Para a coleta de dados dos resultados de cari6tipo do Laboratério de
Citogenética Humana da Unicamp foram utilizados registros de resultados
presentes em planilhas do programa Excel (Microsoft®), arquivados neste
laboratério. A classificagcdo do fenotipo, se normal ou alterado, foi realizada
primariamente a partir do motivo do encaminhamento, e quando necessario
foram consultados os prontuarios do Servico de Genética Clinica do HC da

Unicamp.

3.2.2. Coleta das amostras

Amostras de sangue periférico foram coletadas para os individuos
selecionados para a realizacdo da CMA. Apés a realizacdo da assepsia do
local com é&lcool 70%, foram coletados em torno de 4-5 ml de sangue periférico
em tubos de coleta com anticoagulante EDTA. Os tubos foram encaminhados
para o Laboratério de Citogenética e Citogendmica da FCM/Unicamp para a

extracdo de DNA.

3.2.3. Extracdo de DNA gendmico

A técnica de extracdo de DNA gendmico foi realizada através do
método fenol-cloroférmio.

As amostras de sangue periférico foram centrifugadas a 2.500 rpm
por 10 minutos. Quando houve excesso de plasma em uma amostra, 0 plasma
foi cuidadosamente removido com uma pipeta Pasteur, tomando o cuidado de
nao remover a camada leucocitaria. Quando o volume da amostra era
pequeno, o sangue total foi utilizado. Para cada amostra, um a dois ml de
amostra e oito ml de solugéo de lise foram transferidos para um tubo cénico de
15 ml e, em seguida, o tubo foi delicadamente invertido 50 vezes. O tubo
contendo a amostra foi centrifugado a 3.000 rpm por 35 minutos para permitir a
precipitacdo dos nucleos. Em seguida, o sobrenadante foi cuidadosamente
descartado.

Utilizando uma micropipeta, o precipitado foi cuidadosamente
ressuspendido em 950 pl da solugédo 2 e o tubo foi homogeneizado. Essa
solucéo é composta por 2,19 gramas de NaCl 0,075 M, 20 ml de EDTA 0,02 M
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pH 8,0 e completada até 500 ml com agua destilada estéril. Em seguida, foram
adicionados 140 pl de SDS 10% e 80 pl de Proteinase K (com uma
concentracdo de 10 mg/ml) ao tubo. O tubo foi entdo colocado em uma estufa a
37°C durante a noite.

ApoOs esse periodo, 1 ml de fenol ultrapuro com tampéo foi
cuidadosamente adicionado ao tubo, utilizando uma pipeta graduada. O tubo
foi homogeneizado por 10 minutos e, em seguida, centrifugado a 3.000 rpm
durante 20 minutos. Apos, a fase superior foi removida, utilizando uma pipeta
Pasteur e evitando tocar na interface onde se encontram as proteinas
coaguladas, e transferida cuidadosamente para um novo tubo cénico de 15 ml.
No novo tubo, foi adicionado 1 ml de solucéo de cloroférmio: alcool isoamilico
24:1, utilizando uma pipeta graduada. Em seguida, o tubo foi delicadamente
invertido, para homogeneizar a solucao, e centrifugado a 3.000 rpm por 10
minutos. Novamente, a fase superior foi cuidadosamente removida com o uso
de uma pipeta Pasteur e transferida para outro tubo cbénico de 15 ml. O
processo anterior foi repetido, entretanto, nessa etapa a fase superior foi
transferida para um tubo conico de 15 ml contendo 100 pl de KCI 2M, e foram
adicionados 3 ml de alcool etilico 100% gelado. O tubo foi homogeneizado
invertendo cuidadosamente até a visualizacdo da precipitacdo do DNA em
formato de fios brancos.

Foram adicionados 200 pl de &lcool etilico 70% gelado em um
microtubo cénico de 1,5 ml. O precipitado de DNA foi transferido para o
microtubo usando uma micropipeta, e o microtubo foi centrifugado em uma
microcentrifuga refrigerada (4°C) a 1.500 rpm durante 10 minutos. Em seguida,
o microtubo foi invertido para desprezar o sobrenadante, e foi colocado em
temperatura ambiente para evaporar todo o alcool.

Depois de ter sido completamente seco, 100 ul de BE (tampéo de
eluicio 5mM Tris/HCI, pH 8,5 Macherey-Nagel) foram adicionados ao
microtubo usando uma micropipeta. O microtubo foi entdo colocado em banho-
maria por 30 minutos a 65°C para destruir as nucleases. Ap0s essa etapa, o
microtubo foi mantido em temperatura ambiente, o DNA foi quantificado e
armazenado no biorrepositorio do Laboratério de Citogenética Humana e

Citogendmica da FCM - Unicamp.
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3.2.4. Analise cromoss6mica por microarray (CMA)

A CMA foi realizada utilizando o chip CytoScan 750K da Affymetrix®
(Thermo Fisher Scientific, Inc. - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e o kit
de reagentes compativeis - Reagent Kit Bundle - Affymetrix® (Thermo Fisher
Scientific, Inc. - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

O chip CytoScan 750K (Affymetrix®) possui uma cobertura
abrangente de todo o genoma com aproximadamente 750.000 marcadores de
oligonucleotideos para analise de CNVs, sendo eles 550.000 marcadores néo
polimorficos e 200.436 marcadores de SNPs (Single nucleotide polimorphisms)
com um espagamento meédio de 4 kb entre os marcadores, na extenséo total do
genoma, que asseguram também a deteccdo de perda de heterozigose (Loss
of heterozygosity — LOH).

Para a realizacdo da técnica seguiu-se as recomendacdes do
fabricante com pequenas modificac6es. Antes de iniciar a técnica de CMA,
realizou-se a verificacdo da integridade das amostras de DNA por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1%. Em seguida, as amostras foram
quantificadas usando um espectrofotdmetro e foram verificados os seguintes
parametros e razdes de absorbancia: A260/A280, que deveria estar entre 1,7 -
2,0; A260/A230, maior que 1,1; e A320, entre 0,01-0,1. As amostras de DNA
foram diluidas em BE para atingir uma concentracdo de 50 ng/ul, e a
concentracdo foi novamente confirmada por meio de quantificacao.

Para realizar a digestdo do DNA, adicionou-se 5 pl de cada amostra
de DNA, bem como dos controles positivo e negativo, em seus respectivos
pocos de uma placa de 96 pocos. Em seguida, preparou-se uma solucédo de
digestdo em um tubo de 1,5 ml, composta por 110,9 ul de agua livre de
nuclease, 19,2 pl de Nspl Buffer, 1,9 ul de BSA 100X e 9,6 ul da enzima Nspl,
totalizando 141,6 pl de solucdo. A mistura foi agitada em alta velocidade no
vortex por um segundo, trés vezes, e em seguida, foram distribuidos 14,75 ul
da solugao em cada poco da placa, utilizando uma micropipeta P20. A placa foi
selada, agitada no vortex por um segundo, trés vezes, e centrifugada a 2.000
rpm por um minuto. Em seguida, a placa foi incubada em um termociclador nas

seguintes condi¢cbes: 37°C por 2 horas, seguido de 65°C por 20 minutos, e
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finalmente mantida a 4°C. ApGs essa etapa, a placa foi centrifugada novamente
antes de remover o selo.

ApoOs a digestdo do DNA foi realizada a etapa de ligacdo, a placa foi
colocada no gelo, foi preparada uma solucao de ligagdo em um tubo de 1,5 ml
contendo os seguintes reagentes: 25 ul de DNA Ligase Buffer, 7,5 ul de
adaptador Nspl e 20 pl de DNA Ligase, totalizando 52,5 ul. A solucéo
preparada foi agitada no vortex durante um segundo, trés vezes. Com uma
micropipeta (P10), distribuiu-se 5,25 pl da solucéo para cada pogo da placa. A
placa foi selada, agitada no vértex por um segundo, trés vezes, e centrifugada
a 2.000 rpm por um minuto. Em seguida, a placa foi incubada em um
termociclador a 16°C por 3 horas, seguido de uma etapa a 70°C por 20
minutos, e finalmente mantida a 4°C. Apdés essa etapa, a placa foi centrifugada
novamente antes de remover o selo.

As amostras foram diluidas em 75 pl de agua livre de nuclease,
totalizando 100 pl em cada poco da placa. A placa foi selada, agitada no vértex
e centrifugada para homogeneizar as amostras. Utilizando uma micropipeta
P10, foram transferidos 40 pl de cada amostra para uma nova placa de PCR,
adicionando apenas 10 pl de cada amostra em um poco diferente, totalizando

em quatro po¢os com 10 pl de cada amostra (Figura 5).

Amostras diluidas Placa de PCR
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Figura 5. Imagem demonstrativa da etapa de diluicdo e
transferéncia de aliquotas de 10 ul de cada amostra diluida para a placa de
PCR, Resultando em quatro pocos de cada amostra, cada um contendo 10 pl.
Adaptado de: Fisher Scientific (50).

Entédo foi realizada a etapa de ampliacdo através de PCR, onde foi
preparada a solugcdo de PCR em um tubo de 50 ml contendo os seguintes
reagente: 1.453,6 ul de agua livre de nucleasse, 368 pl de 10X TITANIUM Taq
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PCR Buffer, 736 pl de reagente GC-Melt, 515,2 ul de dNTP, 165,6 pl de primer
de PCR e 73,6 pl de 50X TITANIUM Tag DNA Polymerase, totalizando 3.312
ul. A solucéo preparada foi agitada no vértex durante um segundo, trés vezes.
Com uma micropipeta P100 transferiu-se 90 ul da solugcédo para cada um dos
quatro pocos de cada amostra. Entdo, a placa foi selada, agitada no vértex e
centrifugada conforme as etapas anteriores. A placa foi incubada em um
termociclador seguindo as seguintes etapas: 94°C por 3 minutos, seguido de
30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos, 68°C por 15
segundos e, por fim, 68°C por 7 minutos, e finalmente mantida a 4°C. Apds
essa etapa foi realizada a verificacdo do produto da PCR, onde foi realizada
uma eletroforese em gel de agarose a 2%. Os fragmentos amplificados pela
PCR deveriam estar entre 150 e 2000 pb.

Apés a confirmacao da amplificacdo dos fragmentos, seguiu-se para
a purificacdo do produto da PCR. Nesta etapa o controle negativo foi
descartado, assim, 0s pocos contendo as amostras dos produtos da PCR
foram colocados em um microtubo conico graduado de 1,5 ml, totalizando em
397 ul de cada amostra. Com uma micropipeta P1000 foram adicionados 720
pl de Purification beads em cada microtubo, sendo invertidos durante dez
vezes, até a homogeneizacdo completa, e deixados em temperatura ambiente
por dez minutos. Os tubos foram centrifugados a 16.100 rcf por trés minutos e
em seguida colocados em uma rack magnética. O sobrenadante foi removido
com uma micropipeta P1000, preservando o precipitado. Entdo, adicionou-se 1
ml de tampao de lavagem em cada amostra. Os tubos foram agitados no vortex
na velocidade méxima por dois minutos, centrifugados a 16.100 rcf durante trés
minutos, colocados novamente na rack magnética e removeu-se o0
sobrenadante com uma micropipeta P1000. Os tubos foram centrifugados a
16.100 rcf por 30 segundos, e por fim todo o residuo de tampao foi removido.
Os tubos foram deixados abertos até que todo o residuo tivesse evaporado.
Foram adicionados 52 microlitros do tampéao de eluicdo em cada amostra. Os
tubos foram agitados no vortex por dez minutos para ressuspender o material
aderido as beads magnéticas e foram centrifugados a 16.100 rcf durante trés
minutos. Os tubos passaram para a estante magnética e ficaram durante dez
minutos. Assim, as amostras eluidas foram transferidas para uma nova placa,

em cada poco correspondente. A placa foi selada, agitada no vortex por um
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segundo, trés vezes e centrifugada a 2.000 rpm durante um minuto. Apds essa
etapa as amostras foram quantificadas no espectrofotdmetro e os seguintes
padrées foram observados: concentracdo, maior ou igual a 300 ng/ul; razéo
A260/A280 entre 1,8 — 2,0 e razdo A320 menor que 0,1.

Fragmentacao: foi preparada a solucdo da fragmentacao utilizando
0S seguintes reagentes: 271,2 pl de agua livre de nuclease, 343,8 ul de
Fragmentation Buffer e 10 yl de Fragmentation Reagent. A solucédo foi agitada
no vortex por um segundo, trés vezes e com o auxilio de uma micropipeta P10,
10 ul da solucéo da fragmentacdo foram adicionados aos poc¢os contendo o
produto da PCR purificado, totalizando 55 pl. A placa foi selada, agitada no
vortex e centrifugada a 4°C por um minuto a 2.000 rpm. Em seguida, a reacao
foi incubada em um termociclador com as seguintes disposi¢cdes: 37°C por 35
minutos, 95°C por 15 minutos e finalmente mantido a 4°C. Em seguida foi
realizada a etapa de verificacdo do produto da fragmentacéo, onde foi realizada
uma eletroforese em gel de agarose a 4% e os fragmentos observados
deveriam estar entre 25 a 125 pb.

Assim que a fragmentacao foi confirmada seguiu-se para a etapa de
marcacao, onde a solucdo de marcacao foi preparada em um tubo de 1,5 ml
contendo os seguintes reagentes: 134,4 ul de TdT Buffer, 19,2 ul de DNA
Labeling Reagent e 33,6 ul de TdT Enzyme. Em seguida a solucéo foi agitada
no voértex por um segundo, trés vezes e com uma micropipeta P20 19,5 ul da
solucéo foram adicionados em cada amostra na placa, totalizando 70,5 ul. A
placa foi selada, agitada no vértex e centrifugada por um minuto a 2.000 rpm.
Em seguida, a reacédo foi incubada em um termociclador a 37°C por 4 horas,
95°C por 15 minutos e 4°C ao final.

Apds a marcacgao, antes de comecar a etapa de hibridacéo, os chips
utilizados (CytoScan 750K™) foram retirados da geladeira e colocados em
temperatura ambiente. A solucdo da hibridacdo foi preparada em um tubo de
1,5 ml, utilizando os seguintes reagentes: 1.584 ul de Hybridization Buffer Part
1, 144 pl de Hybridization Buffer Part 2, 67,2 pl de Hybridization Buffer Part 3,
9,6 pl de Hybridization Buffer Part 4 e 19,2 ul de Oligo Control Reagent. A
solucdo foi agitada no vortex por um segundo, trés vezes e centrifugada a
2.000 rpm por um minuto. Em seguida, com uma micropipeta P200 190 pl da
solucéo de hibridacédo foram adicionados em cada poco contendo as amostras



39

pré-marcadas na placa. Assim, a placa foi selada, agitada no vortex e
centrifugada por um minuto a 2.000 rpm. Em seguida, a reacao foi incubada em
um termociclador a 95°C por 10 minutos e mantida a 49°C. Com as amostras a
49°C no termociclador, foram adicionados 200 ul de cada amostra em seu
respectivo chip. Os septos dos chips foram vedados com adesivo e,
imediatamente, os chips foram levados ao forno de hibridacdo por um periodo
de 16 horas a 50°C e a 60 rpm.

Apos a etapa de marcagdo, antes de iniciar a lavagem, foram feitas
aliquotas dos reagentes Stain buffer 1, Stain buffer 2 e Array Holding Buffer em
microtubos coénicos de 1,5 ml. Cada conjunto de trés tubos contendo os
reagentes citados correspondia a um chip, sendo posicionados na parte frontal
da estacdo de lavagem. Apos as 16 horas de hibridacdo no forno, o contetdo
do chip foi transferido novamente para o pogo correspondente de cada amostra
na placa, e foram adicionados no chip 200 pl de Array Holding Buffer. Em
seguida, quatro chips por vez foram inseridos na estacdo de lavagem e foi
iniciada a execucdo automatica das etapas de lavagem e coloracao dos chips
CytoScan que tem a duragdo de duas horas para cada conjunto de quatro
chips.

Ao final da lavagem, os chips foram colocados no equipamento
GeneChip® Scanner 3.000 7G para o0 escaneamento dos mesmos. Foram
utilizados programas especificos para a captacdo de imagem gerada por cada

chip analisado.

3.2.5. Analise dos resultados da CMA

Os dados foram processados pelo software desenvolvido pela
Affymetrix chamado de Chromosome Analysis Suite (ChAS) (Thermo Fisher
Scientific, Inc. - Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para a interpretacéo
dos desequilibrios genémicos identificados foi utilizado o guia de interpretacéo
do Laboratério de Citogenética Humana e Citogenémica da FCM/Unicamp, que
apresenta quatro etapas principais. Na primeira etapa, verificou-se o0s
parametros recomendados pelo fabricante, que indicam se os dados obtidos
podem ser analisados: SNPQC (Single Nucleotide Polymorphism Quality
Control) que deve ser maior ou igual a 12; MAPD (Median Absolute Pairwise
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Difference) que deve ser menor ou igual a 0,25; e WavinessSD (Waviness
Standard Deviation) que deve ser menor ou igual a 0,12.

Na segunda etapa, foram adicionados filtros, seguindo as
recomendacfes da Affymetrix, que exigiam a presenca minima de 25
marcadores para a chamada de delecdes gendmicas e 50 marcadores para as
duplicacdes gendmicas.

Na terceira etapa, foram procuradas alteracdes grandes (=500 kb)
em regifes de desequilibrios gendmicos recorrentes. As alteracdes fenotipicas
presentes no paciente foram comparadas com informagdes descritas na
literatura. Quando ndo foram encontrados esses desequilibrios, prosseguiu-se
para as proximas etapas.

Para cada desequilibrio genémico listado, analisou-se o numero de
marcadores dentro da regido do desequilibrio, se eles apresentavam uma boa
cobertura e distribuicdo, a partir dos graficos de Log2 Ratio e de
oligonucleotideos de SNPs.

O genoma de referéncia utilizado para andlise e interpretagdo foi o
hg19. Apds a identificacéo e verificagdo dos desequilibrios genémicos, utilizou-
se as recomendacdes do Colégio Americano de Genética Médica e Genbémica
(American College of Medical Genetics and Genomics — ACMG) para a
interpretacédo e classificacao dos desequilibrios encontrados (51).

De acordo com as recomendacdes da ACMG, as CNVs com valor
20,99 sao consideradas patogénicas, enquanto valores entre 0,90 e 0,98 séo
considerados provavelmente patogénicas, aquelas com valores entre —-0,89 e
0,89 séo consideradas variantes de significado incerto (Variant of Uncertain
Significance — VUS), e os valores entre -0,90 e -0,98 ou =<-0,99 séao

consideradas provavelmente benignas e benignas, respectivamente (Figura 6).
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Categorias de classificacao
de variantes do ACMG

BENIGNA
S -0,99 Definitivamente nao causa doencas.

PROVAVELMENTE BENIGNA
-0,98 — "0,90 Pelo menos 90% de probabilidade

de ndo causar doengas.

VARIANTE DE SIGNIFICADO
INCERTO (VUS)

O efeito no organismo ainda
é desconhecido.

PROVAVELMENTE PATOGENICA
O 90 e 0 98 ‘ Pelo menos 90% de probabilidade
J V4 de causar doengas.
> O 99 PATOGENICA
= ’ Definitivamente causa doengas.
Figura 6. Categorias de classificacao de variantes de acordo com o
Colégio Americano de Genética Médica e Gendmica (American College of

Medical Genetics and Genomics — ACMG). Adaptado de: Marconi (2023) (52),
disponivel em: (https://blog.mendelics.com.br/glossario-de-genetica-parte-3/).

Para a classificacdo das CNVs utlizou-se a calculadora de
interpretacdo de CNV do ClinGen (https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/),

onde foi possivel obter a pontuacdo correspondente de cada variante, a partir
do preenchimento das cinco sessdes apresentadas.

Para a busca de informagbes para o preenchimento das sessdes,
utilizou-se o genome browser da UCSC (University of California Santa Cruz),
com as seguintes configuracdes: base position — full, chromossome band — full,
USCS genes — pack, DECIPHER CNVs — pack, ClinGen — pack, Clingen CNVs
— pack, Clinvar Variants — pack, haploinsufficiency — pack, OMIM genes — pack,
DGV Strutural Variants — pack e Segmental Dups — dense. Assim, os achados
dos desequilibrios genémico foram comparados com os bancos de dados
disponiveis, DGV (Database of Genomic Variants), Clinvar, DECIPHER e
ClinGen, além dos artigos publicados na literatura, a partir de buscas no
PubMed.


https://cnvcalc.clinicalgenome.org/cnvcalc/
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3.2.6. Revisao da Literatura

Foi realizada a revisdo da literatura, incluindo trabalhos que
utiizaram a CMA para identificar desequilibrios genémicos em individuos
portadores de RCEs ou RCCs com alteragfes fenotipicas. O site de busca
utilizado foi o PubMed, através dos seguintes descritores em inglés:

o Chromosome aberrations;

« Apparently balanced chromosomal rearrangements;
o De novo chromosomal rearrangements;

o Chromosomal rearrangements of familial origin;

o Familial reciprocal translocation;

e Microarray chromosome analysis;

¢ Genomic imbalances.

Nessa revisdo classificamos como RCCs apenas agueles que
envolviam mais de trés pontos de quebra e mais de dois cromossomos,

diferente da classificacdo de alguns trabalhos que incluiram as inser¢des neste

grupo.

4. Resultados e discussao

4.1.Analise retrospectiva de resultados de cariétipo

Na analise retrospectiva de 30 anos, de resultados de cari6tipo do
Laboratério de Citogenética Humana e Citogenémica da FCM/Unicamp, foram
identificados 174 individuos com RCEs e quatro individuos com RCCs. Desses,
os dados complementares, para verificar a presenca de alteracdes fenotipicas,

estavam disponiveis para 151.

Dos 151 individuos, para os quais os dados foram avaliados
retrospectivamente, foram identificados 109 individuos com translocagdes, 27
com inversdes, 11 com inser¢cbes e quatro com rearranjos Cromossdmicos
complexos (Figura 7). De acordo com Forabosco e colaboradores (2009), as
alteracdes mais frequentes entre os RCEs sao as translocagbes, com 1:520

nascidos vivos, seguida de inversdes com uma frequéncia de 1:1.000 (6). Ja
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para as insergdes, a frequéncia varia entre 1:3.380 e 1:5.200 nascidos vivos

(8). Os RCCs, por sua vez, sdo extremamente raros.

11 4 Translocacgdes

Inversdes
27

Insercdes

RCCs
109

Figura 7. Representacdo grafica dos tipos de rearranjos
cromossOmicos estruturais equilibrados observados em 151 individuos durante
a analise retrospectiva de 30 anos, realizada no Laboratorio de Citogenética e
Citogenémica da Unicamp/FCM.

Entre os 151 individuos, 72,2% (109/151) apresentaram fenotipo
normal e 27,8% (42/151) fenétipo anormal (Figura 8). Embora a presenca de
alteracdes fenotipicas seja descrita em cerca de 7% dos individuos com RCEs
(35), a amostra deste estudo foi composta por individuos atendidos no Servico
de Genética Clinica e, portanto, é esperado que a porcentagem de individuos
com alteracBes fenotipicas seja maior do que a relatada na literatura, em
estudos populacionais. Além disso, no caso das inversdes, as alteracbes
fenotipicas estavam presentes em 33,3% (9/27) dos casos, pois foram
excluidos aqueles com inversdo do cromossomo 9, visto que € considerada
uma variagdo normal na populacdo geral. Entre os portadores de RCCs,
observou-se que 75% (3/4) apresentavam alteracdes fenotipicas, as quais
podem estar relacionadas a complexidade do cari6tipo. De acordo com Madan
e colaboradores (1997) € provavel que quanto maior o numero de pontos de
quebra dos RCCs, maior seja a probabilidade da presenca de alteragbes
fenotipicas
(10).
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Figura 8. Representacdo grafica dos diferentes fendtipos
observados na amostra de individuos da andlise retrospectiva, de acordo com
os tipos de rearranjos cromossdmicos estruturais (RCES).

Em relacdo a origem parental dos rearranjos, 41% (62/151) deles
eram herdados, 10,6% (16/151) de novo e 48,3% (73/151) ndo completaram a
investigacdo parental, supostamente devido a descontinuidade do seguimento
no Servico de Genética Clinica ou por falta de comparecimento dos pais e
familiares. A maioria dos RCEs € herdada de um dos genitores, sendo
transmitidos de forma equilibrada para os descendentes. Entretanto, cerca de
20% dos casos sdo de novo e apresentam um risco de cerca de 6,1% de gerar

um fenotipo anormal nos portadores (40).

4.2, Resultados da CMA em individuos com RCEs e

alteracdes fenotipicas

Foram analisados os dados da CMA obtidos previamente de sete
individuos e a CMA foi realizada em outros sete, resultando em uma amostra
total de 14 individuos. Desses individuos, sete apresentaram translocacdes
(trés de novo, trés herdadas e um com investigacdo de origem ndo concluida);
quatro inversdes (duas de novo, uma herdada e uma em que a investigacao da
origem ndo foi concluida); uma insercdo (herdada); e dois rearranjos
cromossémicos complexos (um de novo e outro em que a investigacdo nao foi

concluida).
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Foram identificados desequilibrios genbmicos associados aos
pontos de quebra em dois individuos (01 e 02), associados aos pontos de
guebra e em outras regides gendmicas em dois individuos (03 e 04), apenas
em outras regibes do genoma em trés individuos (05, 06 e 07). Em sete
individuos ndo foram encontrados desequilibrios genémicos relevantes (08 -
14). Os caridtipos, resumos das alteracbes fenotipicas, assim como o0s
desequilibrios gendmicos e suas respectivas classificacdes estdo descritos nas
Tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Caracteristicas fenotipicas, resultados de cariétipos, origem parental e resultados da CMA dos sete individuos

com desequilibrios gendémicos..

Desequilibrios genémicos associados aos pontos de quebra

Individuo Fendtipo Caridtipo CMA Classificacéao Genes codificadores de proteinas
(ACMG)

01 Atraso global do 46,XY,inv(11)(q21923) del(11)(q22.1922.3)( Provavelmente ANGPTL5, BIRC2, BIRC3, CARD16,
neurodesenvolvim 101511391 105743 patogénica CARD18, CASP1, CASP12, CASP4, CASP5,
ento, deficiéncia 998) 4,2 Mb CEP126, CFAP300, DCUN1D5, DDI1,
intelectual (DI), DYNC2H1, GRIA4, MMP1, MMP10, MMP12,
baixa MMP13, MMP20, MMP27, MMP3, MMP7,
estatura, dismorfis MMP8, PDGFD, TMEM123, TRPC6 e YAP1
mos faciais e (28 genes).
defeito cardiaco
congeénito.

02 Disturbio da 46,X,inv(X)(p22.1926) del(X)(p22.31) Patogénica PUDP, STS e VCX (Trés genes).
Diferenciacédo do dn (6538033_7848224)

Sexo Ovario- 1,3 Mb
Testicular (DDS —
oT).
Desequilibrios genémicos associados aos pontos de quebra e em outras regides do genoma
Individuo Fenotipo Caridtipo CMA Classificagao Genes codificadores de proteinas
(ACMG)

03 Escafocefalia, 46,XX,der(1)(?::1p22  del(3)(q29)(1963584 Provavelmente CEP19, DLG1, MELTF, NCBP2, NCBP2AS2,
dismorfismos —1qter),der(2)(2pter 65_196897652) 539 patogénica NRROS, PAK2, PIGX, PIGZ e SENPS5 (10
faciais e atraso no —2q35::20911.2—20q kb genes).

desenvolvimento ter),
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neuropiscomotor der(3)(?::3p12—3qter) del(20)(q13.31q13.3 Patogénica ANKRD60, APCDDI1L, ATP5F1E, C200rf85,
(ADNPM). ,der(20)(20pter—20g1 2)(56333749_58285 CTSZ, EDN3, GNAS, NELFCD, NPEPL1,
1.2::?71p31::3p12—3pt  282) 1,9 Mb PHACTRS3, PRELID3B, RAB22A, STX16,
er)dn STX16-NPEPL1, TUBB1, VAPB e ZNF831
(17 genes).

04 Dismorfismos 46,XX,1(1;8;13)(p3L;p  del(12)(p13.31pl3.2 Patogénica A2M, A2ML1, AICDA, BCL2L14, CD69,
faciais, sindactilia  21:032),t(13;18;21)(q1 )(8680343_1230288 CLEC12A, CLEC12B, CLECI1A, CLEC1B,
cutanea em dedos 4,021.3;922) 4) 3,6 Mb CLEC2A, CLEC2B, CLEC2D, CLECA4E,

i CLECT7A, CLEC9A, EIF2S3B, ETVS6,
dos pés, GABARAPL1, KLRB1, KLRC1, KLRC2,
clinodactilia em KLRC3, KLRC4, KLRC4-KLRK1, KLRD1,
dedos das maos: KLRF1, KLRF2, KLRG1, KLRK1, LRPS6,
DI leve e lapus M6PR, MAGOHB, MFAP5, OLR1, PHC1,

_ PRB1, PRB2, PRB3, PRB4, PRH1, PRH2,
eritematoso PRH4, PZP, RIMKLB, SMIM10L1, STYK1,
sistémico juvenil. TAS2R10, TAS2R13, TAS2R14, TAS2R19,

TAS2R20, TAS2R30, TAS2R31, TAS2R42,
TAS2R43, TAS2R46, TAS2R50, TAS2R7,
TAS2R8, TAS2R9, TMEM52B e YBX3 (62
genes).

del(13)(q14.3921.1)( VUS PRR20A, PRR20B, PRR20C, PRR20D e

54515440 5791361 PRR20E (Cinco genes).

4) 3,3 Mb

del(13)(q21.1921.2)( VUS -

59338843 5992316

1) 584 kb

del(13)(gq21.2)(6014 VUS DIAPH3 (Um gene).

9238_60290663)

141 kb

del(13)(q21.2921.33 VUS DIAPH3, PCDH20, PCDH9 e TDRD3 (Quatro

)(60546373_697324 genes).

93) 9,1 Mb

del(13)(q34)(112806 VUS ADPRHL1, ATP11A, ATP4B, CUL4A,

374_114580074) 1,7
Mb

DCUN1D2, F10, F7, GAS6, GRK1, GRTP1,
LAMP1, MCF2L, PCID2, PROZ, SPACA7Y,
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TFDP1, TMCO3, TMEM255B e TUBGCP3
(19 genes).

del(21)(q22.3)(4510

Provavelmente

7096_47067181) 1,9 patogénica

Mb

ADARB1, AGPAT3, AIRE, CFAP410,
COL18A1, CSTB, DNMT3L, GATD3,
ICOSLG, ITGB2, KRTAP10-1, KRTAP10-10,
KRTAP10-11, KRTAP10-12, KRTAP10-2,
KRTAP10-3, KRTAP10-4, KRTAP10-5,
KRTAP10-6, KRTAP10-7, KRTAP10-8,
KRTAP10-9, KRTAP12-1, KRTAP12-2,
KRTAP12-3, KRTAP12-4, LRRC3, PCBPS3,
PDXK, PFKL, POFUT2, PTTGL1IP, PWP2,
RRP1, RRP1B, SLC19A1, SLX9, SUMO3,
TRAPPC10, TRPM2, TSPEAR e UBE2G2
(42 genes).

Desequilibrios genébmicos em outras regiées do genoma

Individuo Fendtipo Cariotipo CMA Classificagéo Genes codificadores de proteinas
(ACMG)

05 ADNPM, 46,XX,1(3;16)(g23;p12 del(22)(q11.21)(189 Patogénica AIFM3, ARVCF, C220rf39, CCDC188,
dismorfismos )pat 16842 _21798907) CDC45, CLDN5, CLTCL1, COMT, CRKL,
faciais, deficiéncia 2,9 Mb DGCR2, DGCR6L, DGCRS, ESS2,
imunologica e FAM246A, FAM246C, GNB1L, GP1BB,
hipotese GSC2, HIC2, HIRA, KLHL22, LRRC74B,
diagnoéstica de LZTR1, MED15, MRPL40, P2RX6, PI4KA,
Sindrome de PRODH, RANBP1, RIMBP3B, RTL10,
Delecéo 22g11.2 RTN4R, SCARF2, SEPTIN5, SERPIND1,
(SD22g11.2). SLC25A1, SLC7A4, SNAP29, TANGO2,

TBX1, THAP7, TRMT2A, TSSK2, TUBA3FP,
TXNRD2, UFD1, ZDHHC8 e ZNF74 (48
genes).

06 Espectro 6culo- 46,XX,1(7;8)(g34;921) dup(12)(g24.32)(12, VUS -
auriculo-vertebral. mat 061431_127329266)

267 kb
07 ADNPM. 46,XX,inv(2)(q24933)d del(7)(g21.1)(83690 VUS SEMA3A (Um gene).
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n 700_83783267) 92
kb

dup(8)(p.21.3)(2221  VUS PIWIL2, PPP3CC e SLC39A14 (Trés genes).
2779_22381979)
169 kb

Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas, resultados de cariotipos, origem parental e resultados da CMA dos sete individuos sem
desequilibrios genémicos.

Auséncia de desequilibrios genémicos relevantes

Individuo Fendtipo Cariotipo CMA

08 Genitalia ambigua. 46,XY,t(3;5)(q27;931) Normal

09 Fenda labio palatina, dismorfismos faciais e prega palmar 46,XY,1(5;15)(933;926.2)dn Normal
transversa em mao direita.

10 Fenda orofacial. 46,XY,1(7;17)(p14;p12)dn Normal

11 Atraso global do desenvolvimento, dismorfismos faciais e 46,XY,1(8;10)(q13;926)dn Normal
frouxidao ligamentar.

12 Deficiéncia intelectual leve. 46,XX,1(10;13)(p13;q14)mat Normal

13 Epispadia. 46,XY,inv(10)(p12g21)mat Normal

14 Deficiéncia intelectual, microcefalia, estereotipia motora e 46,XX,ins(9;15)(g33;g21.1g22.31)mat Normal

marcha ataxica.
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A frequéncia esperada para desequilibrios genémicos em individuos
com RCEs e alteracfes fenotipicas, a partir da CMA, € de 30 a 50% dos casos.
(39,30,37-42). A CMA neste estudo detectou desequilibrios genémicos em sete
individuos, o que corresponde a 50% (7/14) dos casos analisados (Figura 9A).
Entre os sete individuos com desequilibrios genémicos, os rearranjos foram
duas translocacdes herdadas (individuos 05 e 06); trés inversdes, sendo duas
de novo (individuos 02 e 07) e uma nao investigada (individuo 01); e dois
RCCs, um de novo (individuo 03) e um onde a investiga¢do néo foi concluida
(individuo 04).

No entanto, em dois desses individuos, foram encontrados apenas
desequilibrios classificados como VUS. Um deles apresentou uma translocacao
entre os cromossomos 7 e 8 (Individuo 06) - t(7;8)(g34;921) — de origem
materna, com uma duplicacdo de 267 kb em 12g24.32, que ndo apresentava
nenhum gene codificante, classificada como VUS. Em outro individuo, com
uma inversao de novo no cromossomo 2 (individuo 07) - 46,XX,inv(2)(q24933) -
, foram encontrados dois desequilibrios genémicos, uma delecdo de 92 kb no
cromossomo 7, que incluia apenas um gene, e uma duplicacdo de 169 kb no

cromossomo 8, que incluia trés genes, ambas classificadas como VUS.

Assim, foram encontrados desequilibrios genémicos patogénicos ou
provavelmente patogénicos em cinco individuos, correspondendo a 35,7%
(5/14) dos casos (Figura 9B). Em sete individuos ndo foram encontrados

desequilibrios gendmicos relevantes.
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A B
Desequilibrios gendémicos: Desequilibrios gendmicos:
patogénicos, provavelmente patogénicos e provavelmente
patogénicos e VUS. patogénicos.

Figura 9. Representacdes graficas da diferenca entre o numero de
individuos com desequilibrios genémicos. A: Sete individuos sem
desequilibrios genémicos e outros sete com desequilibrios classificados como
patogénicos, provavelmente patogénicos e VUS. B: Nove individuos sem
desequilibrios clinicamente relevantes e cinco com desequilibrios classificados
como patogénicos ou provavelmente patogénicos.

Entre os cinco individuos com desequilibrios patogénicos ou
provavelmente patogénicos, dois apresentaram desequilibrios associados aos
pontos de quebra. O individuo 1 apresentou como caracteristica fenotipica
principal o atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e, a partir do cariotipo,
foi identificada uma inversdo paracéntrica no cromossomo 11
[46,XY,inv(11)(g21923)] (Figura 10), de origem né&o investigada.

1
Fis

# der(11)

Figura 10. Caridtipo parcial do individuo 1 mostrando inverséo
paracéntrica do cromossomo 11 [46,XY,inv(11)(g21g23)].
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A CMA foi realizada em laboratorio externo e foi observada uma
delecdo de 4,2 Mb em 11g22.1g22.3, regido associada ao ponto de quebra do
rearranjo [110922.1922.3(101511391_105743998 - GRCh37)] que foi
classificada como provavelmente patogénica. Essa regido contém 28 genes,
incluindo o YAP1, TRPC6, DCUN1D5 e o GRIA4, os quais apresentam alguns
preditores de haploinsuficiéncia. Variantes no gene YAP1 podem estar
relacionadas ao atraso do desenvolvimento neuropsicomotor, como descrito
por Williamson e colaboradores (2014) que relataram uma familia onde 13
membros apresentaram um quadro sindrédmico, incluindo alteracdes
oftalmoldgicas a déficit intelectual (53). Variantes no gene GRIA4 também
podem estar associadas a transtornos do neurodesenvolvimento e outras

caracteristicas clinicas (54).

Na base de dados do DECIPHER foram identificados 10 individuos
(481116, 285692, 389000, 413717, 284777, 353744, 286996, 355425, 369831
e 286222) com delecbes que apresentaram sobreposicdo com a delecéo do
presente individuo, com tamanhos variados entre 619,37 kb a 134,18 Mb
(Figura 11). Desses individuos, 60% (6/10) apresentaram deficiéncia intelectual
que variavam de leve a grave. Krgovic e colaboradores (2011) identificaram um
individuo com uma delecdo de 743 kb, de novo, na regido 11¢g22.3, com
dismorfismos faciais, atraso no desenvolvimento da fala e da linguagem,
deficiéncia intelectual leve e outras caracteristicas (55). A maioria dos
pacientes com uma delecdo sobreposta dessa regido apresentava deficiéncia
intelectual e atraso no desenvolvimento de leve a grave, geralmente

dependendo do tamanho e da posicdo da delecéo (56-62).
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Figura 11. Regido 11g22.1922.3 que inclui dele¢bes representadas
por barras vermelhas, do individuo 1 e dos casos do DECIPHER. Imagem
elaborada utilizando o UCSC Genome Browser (GRCh37/hg19).

O individuo 2 apresentava como principal caracteristica fenotipica
ambiguidade genital, e a andlise do cariotipo revelou uma inversédo pericéntrica

no cromossomo X [46,X,inv(X)(p22.1926)] (Figura 12) de origem de novo.

Y
,t? A

f—

»

.y
#X  der(X)

Figura 12. Cariétipo parcial do individuo 2 com inversao pericéntrica
no cromossomo X [46,X,inv(X)(p22.1926)].

A CMA revelou uma delecéo de 1,3 Mb em Xp22.31, associada ao
ponto de quebra do rearranjo [Xp22.31(6538033_7848224 — GRCh37)] (Figura
13) que foi classificada como patogénica e inclui apenas trés genes: PUDP,
STS e VCX. O gene STS apresenta um score 3 de haploinsuficiéncia e esta
relacionado a Ictiose ligada ao X, que € mais frequentemente observada em
homens (63-65). Essa delecdo também tem sido associada a disturbios
comportamentais e psiquiatricos em mulheres portadoras (66). Até o0 momento,
a paciente ndo foi submetida a avaliacdo psiquiatrica. No entanto, a

ambiguidade genital apresentada pela paciente ndo € compativel com o
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fendtipo associado a delecdo em Xp22.31. De acordo com as recomendacdes
do ACMG, a classificacdo do desequilibrio se mantém como patogénica,
independente da correlacdo ou ndo com o fendtipo apresentado pelo
paciente.

[yloSeanTS0K_Amay).cy TSDK cychp: Weighted Log2 Reatio

Figura 13. Grafico de Log2Ratio, obtido por CMA, do cromossomo
X, onde uma delecdo de 1,3 Mb em Xp22.31(6538033_ 7848224 — GRCh37)
esté indicada dentro do quadro vermelho.

Dos individuos com desequilibrios patogénicos ou provavelmente
patogénicos, dois deles apresentaram desequilibrios associados aos pontos de
quebra e em outras regides gendmicas, ambos apresentando RCC. O individuo
3, com atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, apresentou um RCC de
novo, envolvendo oS Cromossomos 1, 2, 3 e 20
[46,XX,der(1)(?::1p22—1qter),der(2)(2pter—2q35::20q11.2—20qter),der(3)(?::3
p12—3qter),der(20)(20pter—20qg11.2::?1p31::3p12—3pter)] (Figura 14).

“/h“ '

#1 der(1) #2 der(2) #3 der(3) #20 der(20)

Figura 14. Cariotipo parcial do individuo 3 com RCC entre os
cromossomos 1, 2, 3 e 20 [46,XX,der(1)(?::1p22—1qter),der(2)(2pter—2q35:
:20q11.2—20qter),der(3)(?::3p12—3qter),der(20)(20pter—20q11.2::?1p31::3p1
2—3pter)].
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O resultado da CMA n&@o mostrou nenhum desequilibrio nos
cromossomos 1 e 2 (Figuras 15A e 15B). No entanto, foram encontradas duas
delecbes, uma de 539 kb na regido 029 do cromossomo 3
[3929(196358465 196897652 — GRCh37)] (Figura 15C), ndo associada ao
ponto de quebra identificado no bandamento G, que foi classificada como
provavelmente patogénica e inclui 10 genes. Entre eles, os genes PAK2 e
DLG1, contidos em uma regido estabelecida de haploinsuficiéncia score 3.
Willatt e colaboradores (2005) sugerem que o PAK2 e o DLG1 podem estar
relacionados a deficiéncia intelectual nos pacientes portadores da sindrome de

microdelecéo 3929 (67).

A outra delecéo, de 1,9 Mb em 2013, associada a um dos pontos
de quebra do rearranjo [20913.31913.32(56333749 58285282 — GRCh37)]
(Figura 15D) foi classificada como patogénica e inclui 17 genes. Entre esses, 0
gene GNAS apresenta score 3 de haploinsuficiéncia, e esta associado a
diferentes fenoétipos, dependendo da origem parental da delecéo (68).



56

A (OO AN FEOK_AITaY) 07 SUK.CYena WYBIMed Logg Ran

(oS EanTE0K_Array) cyTEOK cyehn Allele Difernee

{CyteSean?S0K_Array). 7 0K cyeha: Waighted Log? Raic

(CytoSean7SOK Aray). oy 7SOK cychn: Allele Diffe

CyloScanTE0i Armay).ey TSOK ychp: Welght=d LagZ Ratlo

{CI0SEANTSUR_A mahey TS0, ey hi: Allele Difterance

FS0K Aty oy 750K ychp Wiighted Lag? Ralio

(CytoSsant 0K Armay).cy 750K sychp: Allsls Diftersnce

Figura 15. A: Gréfico de Log2Ratio, obtido por CMA, do
cromossomo 1, mostrando auséncia de desequilibrios genémicos. B: Grafico
de Log2Ratio, obtido por CMA, do cromossomo 2, também mostrando auséncia
de desequilibrios genémicos. C: Gréfico de Log2Ratio, obtido por CMA, do
cromossomo 3, mostrando uma delecdo de 539 kb em 3g29
(196358465_196897652 — GRCh37). D: Gréfico de Log2Ratio, obtido por CMA,
do cromossomo 20, mostrando uma delecédo de 1,9 Mb em 20q13.31g13.32
(56333749 58285282 — GRCh37).

O individuo 4 apresentou um RCC envolvendo 0os cromossomos 1,
8, 13, 18 e 21 [46,XX,t(1;8;13)(p31;p21;932),t1(13;18;21) (gl14;921.3;922)]
(Figura 16), em que a origem ndo foi confirmada devido ao néo
comparecimento do pai. As caracteristicas fenotipicas apresentadas foram
deficiéncia intelectual leve, dismorfismos faciais e em maos e pés, e ldpus

eritematoso sistémico juvenil.
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Figura 16. Cariétipo parcial do individuo 4 com RCC envolvendo os
cromossomos 1, 8, 13, 18 e 21 [46,XX,1(1;8;13)(p31;p21;932),t(13;18;21)
(014;921.3;922)].

A CMA nao mostrou desequilibrios gendmicos nos cromossomos 1,
8 e 18 (Figuras 17A — 17C), no entanto revelou seis delecdes relevantes: uma
delecdo de 3,6 Mb em p13.31 a p13.2 no cromossomo 12, ndo envolvido no
rearranjo (Figura 17D); quatro delegOes intersticiais no cromossomo 13, trés na
regido proximal entre q14.3 e q21.33 com tamanhos de 584 kb a 9,2 Mb, e uma
na regiao terminal, em g34, de 1,8 Mb; e uma delecdo de 2 Mb em 21g22.3
(Figuras 17E e 17F).

A delecao de 3,6 Mb no Cromossomo 12
[12p13.31p13.2(8680343 12302884 — GRCh37)] (Figura 17D), foi classificada
como patogénica e inclui 62 genes, entre eles o gene ETV6 que possui score 3
de haploinsuficiéncia e estd associado a leucemia mieloide aguda e
trombocitopenia (69), que ndo possui relagcdo com o fenétipo apresentado.

Uma delecdo no cromossomo 13, classificadas como VUS
[13921.2¢921.33(605 46373_69732493-GRCh37)] (Figura 17E), inclui a delecéo
parcial do gene DIAPH3, que apresenta alguns preditores de haploinsuficiéncia
e estd associado a neuropatia auditiva autossémica dominante (70).
Recentemente um estudo realizado por Labat-de-Hoz e Alonso (2021) relatou
gue mutacdes no gene DIAPH3 podem estar relacionadas a varios disturbios,
incluindo deficiéncia intelectual, doenca renal, neuropatia periférica,
trombocitopenia, insuficiéncia ovariana primaria, perda auditiva e

cardiomiopatia (71).

A delecao de 19 Mb no Cromossomo 21
[21922.3(45107096 47067181 — GRCh37)] (Figura 17F) classificada como

provavelmente patogénica inclui 42 genes, incluindo os genes ADARB1 e
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TRAPPC10, que estdo associados a disturbios do neurodesenvolvimento

(72,73). Entretanto, ambos possuem heranca autossémica recessiva.
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Figura 17. A, B e C: Grafico de Log2Ratio obtido por CMA,
demonstrando a auséncia de desequilibrios genémicos nos cromossomos 1, 8
e 18. D: Gréfico de Log2Ratio obtido por CMA, do cromossomo 12, mostrando
uma delecéo de 3,6 Mb em 12p13.31p13.2(8680343_12302884 — GRCh37). E:
Gréfico de Log2Ratio obtido por CMA, do cromossomo 13, mostrando quatro
delecdes: 3,3 Mb, 584 kb, 9,1 Mb e 1,7 Mb nas seguintes regides:
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130914.3921.1(54515440_5791361-GRCh37); 13g21.1921.2(59338843_599231
61-GRCh37); 130g21.2921.33(6054 6373_69732493-GRCh37);
13034(112806374_114580074-GRCh37). F: Grafico de Log2 Ratio obtido por
CMA, do cromossomo 21, mostrando uma delecdo de 1,9 Mb em
21922.3(45107096_47067181-GRCh37).

Entre os individuos com desequilibrios apenas em outras regides do
genoma, o individuo 5, que tinha hipotese diagndstica de Sindrome de Delecao
22011.2 (SD22g11.2), apresentou uma translocacdo reciproca entre 0s
cromossomos 3 e 16 [46,XX,1(3;16)(g23;p12)] (Figura 18) de origem paterna.

B
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Figura 18. A: Caridtipo parcial do individuo 5 mostrando uma
translocacdo entre os cromossomos 3 e 16 [46,XX,1(3;16)(q23;p12)]. B:
Caribtipo do pai do individuo 5, mostrando a mesma translocacdo entre 0s
cromossomos 3 e 16 [46,XX,1(3;16)(q23;p12)].

A CMA mostrou auséncia de desequilibrios gendémicos nos
cromossomos envolvidos na translocacéo (Figuras 19A e 19B). Porém, a CMA
mostrou uma  delecdo de 2,9 Mb no Cromossomo 22
[22011.21(18916842 21798907-GRCh37)] (Figura 19C) classificada como
patogénica e compativel com o fendtipo da paciente (74), confirmando a
suspeita diagnostica. Na regido deletada em 22q11.2 h& 48 genes, incluindo o
gene TBX1, principal gene apontado como responsavel pela maioria das
caracteristicas clinicas da SD22q11.2. Além disso, essa delecdo se sobrepbe a

duas regides estabelecidas de haploinsuficiéncia score 3.

Esta € a sindrome de delecdo cromossGmica mais comum em
humanos e ocorre em aproximadamente 1:4.000 nascidos vivos (75-78). Entre

as principais manifestacdes clinicas estdo altera¢cdes cardiacas, renais e
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oculares, hipoparatireoidismo, defeitos esqueléticos e atraso no

desenvolvimento neuropsicomotor (79,80).
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Figura 19. A e B: Grafico de Log2Ratio obtido por CMA,
demonstrando auséncia de desequilibrios genémicos nos cromossomos 3 e 16.
C: Gréfico de Log2Ratio obtido por CMA, do cromossomo 22, mostrando uma
delegcédo de 1,9 Mb em [22911.21(18916842_21798907-GRCh37)].

Entre os sete individuos para os quais ndo foram encontrados
desequilibrios gendmicos, destacamos o individuo 14. Uma paciente do sexo
feminino que apresenta deficiéncia intelectual, microcefalia, estereotipias
motoras e marcha ataxica, e apresentou uma insercao entre 0S cromossomos 9
e 15 de origem materna [46,XX,ins(9;15)(g33;021.1922.31)] (Figura 20). A CMA
nao identificou nenhum desequilibrio genémico relevante.

A investigacdo da familia identificou outros cinco individuos com o
mesmo rearranjo. No entanto, eles ndo apresentavam alteracdes fenotipicas.
Além disso, foram identificados outros trés individuos com rearranjo
cromossOémico desequilibrado, derivado da insercdo. Esses apresentaram
caracteristicas fenotipicas semelhantes entre si, devido a uma duplicacdo de

um segmento do cromossomo 15, decorrente do rearranjo desequilibrado.
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Figura 20. A: Cariotipo parcial do individuo 14, demonstrando a
insercéo equilibrada entre 0S Cromossomos 9 e 15
[ins(9;15)(g33;921.1922.31)]. B: Cariotipo da méae do individuo 14,
demonstrando a mesma insercdo entre o0s cromossomos 9 e 15
[ins(9;15)(g33;921.1g22.31)].

Utilizando o sequenciamento do exoma foi identificada uma delecéo
de 88 pb do gene MECP2 (Figura 21), que foi classificada como patogénica,
associada a Sindrome de Rett, e compativel com o fenétipo apresentado pela
paciente. Sendo assim, € sugerido que outros eventos genéticos sao
responsaveis por alteracdes fenotipicas em individuos com RCEs herdados,
onde o rearranjo ndo possui nenhuma relacdo com o fendtipo. Este relato de
caso foi publicado recentemente (81).
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Figura 21. Imagem retirada do Integrative Genome Viewer (IGV),
mostrando uma delecdo de 88 pb no éxon 3 do gene MECP2
[chrX(153296091_153296179)—GRCh37)].

Em resumo, quanto ao tipo de rearranjo foram encontrados

desequilibrios gendémicos patogénicos ou provavelmente patogénicos em uma
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translocacao (1/5), duas inversdes (2/5) e dois RCCs (2/5). Quanto a origem
parental, entre os seis individuos com rearranjo de novo, foram encontrados
desequilibrios genémicos em trés. Porém, no individuo 07 foram encontradas
apenas VUS, nédo relacionadas aos pontos de quebra, sendo que o rearranjo foi

considerado realmente equilibrado.

Nos individuos com RCEs de novo, em que a CMA nao foi
conclusiva, é necessario a utilizagdo de novas tecnologias, como o
sequenciamento completo do genoma, para mapear 0s pontos de quebra do
rearranjo, ou também sequenciamento de RNA e Hi-C, para identificar genes
diferencialmente expressos, por um efeito posicional. Essas ferramentas
podem ajudar na identificacdo de outros mecanismos relacionados ao fenétipo
do paciente. Por exemplo, as interrupcfes de genes localizados nos pontos de
guebra levaram a descoberta dos genes SUMO1 e ROBO2 como causadores
de doenca, por Alkuraya e colaboradores (2006) e Lu e colaboradores (2007),
respectivamente (82,83). Eles estudaram pacientes com rearranjos
cromossOmicos equilibrados que interrompiam a sequéncia codificante desses
genes, o0 que permitiu descobrir a relacdo dos mesmos com o desenvolvimento
do palato e do trato urinario. Da mesma forma, o gene NBEA foi associado ao
autismo ap6s a descricdo de um paciente com translocacdo equilibrada, onde
um dos pontos de quebra interrompia a sequéncia do gene (84). Estudos
recentes identificaram interrupcdes de genes em pacientes com RCEs e

alteracdes fenotipicas em 21,3% a 33,9% dos casos (47,48).

Além da interrupcdo de genes, a interrupcdo de dominios
topologicamente associados também ja foi demonstrada, utilizando o método
de Hi-C. Esses estudos mostraram que RCEs podem interromper TADSs,
provocando alteragbes na expressdo génica e consequéncias clinicas
semelhantes aos casos em que esses genes apresentam delegcdes ou
variantes de sequéncia (85,86). Redin e colaboradores (2017) e Lowther e
colaboradores (2022) identificaram esse mecanismo como sendo responsavel
pela presenca de alteracdes fenotipicas em cerca de 7,35% dos casos de
individuos com RCEs (47,48).

Além desses, outros mecanismos também podem estar envolvidos

nas manifestacdes fenotipicas, entre eles, a formacédo de genes quiméricos e
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distarbios do imprinting genémico (38). Sendo assim, 0 uso de técnicas com
resolucdo em nivel de pb pode melhorar significativamente a investigacdo e
concluséo diagndstica para individuos com RCEs e alterag@es fenotipicas, bem
como gerar novas descobertas sobre 0s mecanismos patogénicos (47).

Entre os cinco individuos com RCE herdado, foram encontrados
desequilibrios genémicos em dois. Entretanto, ambos os desequilibrios néo
estavam associados aos pontos de quebra, sendo um classificado como
patogénico (individuo 05) e outro como VUS (individuo 06). Nos demais casos
em que os RCEs herdados sdo de fato equilibrados, é recomendado que a
investigacdo diagndstica ndo seja dirigida para 0 mapeamento dos pontos de
quebra, mas sim busque primariamente por outras causas genéticas, utilizando

por exemplo sequenciamento do exoma.

Um estudo conduzido por Aristidou e colaboradores (2018) realizou
0 mapeamento dos pontos de quebra em portadores de RCEs herdados com
fendtipos discordantes (87). Verificou-se que em ambos, paciente e genitor,
com e sem alteracBes fenotipicas, respectivamente, os pontos de quebra dos
rearranjos eram idénticos. Portanto, nestes casos outros eventos genéticos
podem ser responsaveis pelas alteracdes fenotipicas e nao o rearranjo
cromossdmico em si. Isso foi evidenciado para o individuo 14 deste estudo, no
qual uma variante patogénica no gene MECP2 foi identificada por
sequenciamento completo do exoma, compativel com o fenétipo apresentado.
Este gene estd localizado no cromossomo X, que ndo esta envolvido no

rearran;jo.

Entretanto, algumas situacdes excepcionais poderiam explicar
fenotipos discordantes em casos herdados de RCEs. Uma delas poderia ser
um rearranjo familiar interrompendo um gene com heranca autossdmica
recessiva, sendo que a presenca de fendtipos discrepantes pode ser explicada
se 0 paciente com alteracdes fenotipicas for heterozigoto composto, com uma
variante de sequéncia no outro alelo. Outros exemplos seriam a interrupcéo de
um gene, em um dos pontos de quebra, com heranca dominante e

expressividade variavel ou penetrancia incompleta.

4.3. Revisao da literatura
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Na revisdo da literatura foram encontrados poucos estudos que

investigaram desequilibrios genémicos tanto em casos herdados como em

casos de novo (Tabela 4).

Tabela 4. Lista de estudos que realizaram a investigacdo de

desequilibrios genbmicos em

individuos com

rearranjos Ccromossomicos

equilibrados herdados, com a presenca de alteracdes fenotipicas.

Estudo Plataforma de CMA N° de N° de individuos
individuos com rearranjos
herdados
Satkin e 1.4M NimbleGen 21 7
colaboradores CGX-3/ 180k Agilent
(2021) (43)
Yakut e 135k NimbleGen 15 4
colaboradores CGX-3
(2017) (45)
Simioni e SNP 6.0/750k 15 7
colaboradores Affymetrix
(2017) (46)
Tabet e 370k, 370-Duo 18 7
colaboradores lllumina
(2015) (44)
Lindstrand e 38k BAC, 244K or 9 2
colaboradores 180k oligo Agilent
(2010) (88)
Gijsbers e 262k Nspl, 238k Styl 13 4
colaboradores  arrays Affymetrix and
(2010) (42) lllumina
HumanHap300
Schluth-Bolard Agilent Human 47 14
e colaboradores Genome CGH
(2009) (29) Microarray kit 244A®
and 44K®
Sismani e Cytochip Bluegnome 12 6
colaboradores 1 Mb
(2008) (38)
Higgins e Agilent 244k/2600, 40 1
colaboradores BAC, Spectral
(2008) (41) Genomics
Total 190 52

Foram encontrados 13 trabalhos que realizaram CMA em individuos
com RCEs (29,30,33,38-46,88). No total foram identificados 297 individuos com
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RCEs e alteracdes fenotipicas e os resultados estdo demonstrados na Tabela
5.

Observou-se que os RCEs eram aparentemente equilibrados em
cerca de 37% (110/297) dos casos, compativel com o que foi descrito em
trabalhos anteriores e com o resultado obtido no presente estudo. Em relacao
aos tipos de rearranjos, eles estavam presentes em 31,5% (63/203) das
translocacdes, 34,7% (17/49) das inversbes, 40% (2/5) das insercbes e em
67,5% (27/40) dos RCCs. De Gregori e colaboradores (2007) identificaram que
os desequilibrios genémicos sdo encontrados em cerca de 40% das

translocacdes e na grande maioria dos RCCs (33).
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Tabela 5. Comparacédo de resultados de desequilibrios gendmicos através de estudos que realizaram a CMA por

Estudo Plataforma de CMA Casos com desequilibrios gendmicos relevantes Desequilibrios em  Desequilibrios em
casos de novo casos herdados
Translocacdes Inversbes Insercdes RCCs Total
Satkin e 1.4M NimbleGen 1/9 1/4 - 5/8 7/21 7/14 o/7
colaboradore CGX-3/ 180k Agilent (2 PQ+ORG; 2 PQ; 3
s (2021) (43) ORG)
Yakut e 135k NimbleGen 3/9 1/6 - - 4/15 4/11 0/4
colaboradore CGX-3 (1 PQ+ORG; 2PQ; 1
s (2017) (45) ORG)
Simioni e SNP 6.0/750k 217 0/3 0/1 1/1 3/12 3/5 o/7
colaboradore Affymetrix (1 PQ+ORG; 2
s (2017) (46) ORG)
Tabet e 370k, 370-Duo 1/8 217 - - 3/15 2/8 1/7
colaboradore lllumina _
Feenstrae 32k BAC, 105k or 11/40 0/6 1/1 1/3 13/50 13/50 0/0
colaboradore 244k (7 PQ; 6 ORG)
s (2011) (30) . ,
oligo Agilent or 250k
SNP Affymetrix
Lindstrand e 38k BAC, 244K or 2/6 - - 2/3 4/9 417 0/2
colaboradore 180k oligo Agilent (3 PQ; 1 ORG)
s (2010) (88)
Gijsbers e 262k Nspl, 238k Styl 417 2/2 - - 6/9 5/5 1/4
colaboradore arrays Affymetrix and (1 PQ+ORG; 4
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s (2010) (42) lllumina ORG) (1 ORG)
HumanHap300
Schluth- Agilent Human 9/28 6/12 - 5/7 20/47 16/33 4/14
Bolard e Genome CGH (1 PQ+ORG; 7 PQ; 8 (2 PQ; 2 ORG)
colaboradore Microarray kit 244A® ORG)
s (2009) (29) and 44K®
Sismani e Cytochip Bluegnome 3/12 - - - 3/12 2/6 1/6
colaboradore 1 Mb (2 ORG) 1 PQ)
S (2008) (38)
Higgins e Agilent 244k/2600, 8/26 2/5 0/1 1/3 11/35 11/34 0/1
colaboradore BAC, Spectral (2 PQ+ORG; 7 PQ; 2
s (2008) (41) Genomics ORG)
Baptista e Whole Genome 2/10 1/1 - 1/1 4/12 4/12 0/0
colaboradore Tilepath 30k (2 PQ+ORG; 1 PQ; 1
S (2008) (40) ORG;)
de Gregori e 44k or 244k oligo 11/27 - 1/1 10/11 22/39 22/39 0/0
colaboradore Agilent (2 PQ+ORG; 12 PQ;
s (2007) (33) 8 ORG)
Gribble e 1 Mb BAC 5/8 - - 0/2 5/10 5/10 0/0
colaboradore (2 PQ; 3 ORG)
s (2005) (39)
Esse estudo 750k Affymetrix 2/6 2/3 0/1 1/1 5/11 3/6 2/5
(1 PQ; 1PQ+ORG; 1 (2 ORG)
ORG)
Total 64/203 17149 2/5 27/40 110/297 101/240 9/57
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Dos 297 individuos analisados, 42% (101/240) dos casos com
desequilibrios genémicos apresentaram RCE de novo, enquanto em apenas
15,8% (9/57) dos casos com desequilibrio o RCE era herdado. Esses
resultados estdo em conformidade com estudos anteriores, que indicam que 0s
desequilibrios gendmicos sao encontrados principalmente em casos de novo, e
ndo em casos herdados. Por exemplo, Schluth-Bolard e colaboradores (2009)
identificaram desequilibrios em 48,5% (16/33) dos casos de novo e 28,6%
(4/14) em casos herdados (29).

Quanto as regibes em que os desequilibrios gendémicos foram
encontrados, nos casos de novo, em 44,5% (45/101) foram encontrados em
regides associadas aos pontos de quebra, 41,6% (42/101) apenas em outras
regides do genoma e 12,9% (13/101) em ambas as regides (Figura 22). Nos
casos herdados, em apenas 2/9, os desequilibrios estavam associados aos
pontos de quebra. Em um desses casos, 0 rearranjo cromossOmico e o
desequilibrio genémico eram herdados, e o fendtipo também segregou na
familia. Assim, neste caso o desequilibrio estava associado ao rearranjo e
explicava o fenotipo dos portadores (38). No outro caso, o RCE e o
desequilibrio gendmico também foram herdados, entretanto, de um pai
fenotipicamente normal, sugerindo que o desequilibrio no ponto de quebra ndo

foi unicamente responsavel pelas alteracdes fenotipicas nesse individuo (29).

Em 6/9 dos casos herdados os pontos de quebra estavam em outras
regibes do genoma. E em apenas 1/9 os desequilibrios foram encontrados em
ambas as regides, associado aos pontos de quebra e em outras regides do

genoma.
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Figura 22. Representacdo grafica das regides gendmicas em que
foram encontrados os desequilibrios genémicos em individuos portadores de
rearranjos cromossomicos equilibrados de origem de novo ou herdada.

Em termos de numero de individuos investigados, 0s casos
herdados representaram apenas 27,4% (52/190), o que se deve a baixa taxa
de deteccdo de desequilibrios gendmicos nesses casos. Schluth-Bolard e
colaboradores (2009) demonstraram que tanto para casos de RCEs herdados
quanto para casos de novo, foram identificados desequilibrios gendmicos por
meio de CMA (29). No entanto, para a grande maioria dos casos herdados, ndo
se chegou a uma conclusdo diagnéstica e, portanto, essa abordagem nao

parece ser custo-efetiva, devido a baixa taxa de diagnosticos.
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5. Conclusdes

A andlise retrospectiva de todos os exames de cariétipo, realizados
no Laboratorio de Citogenética Humana e Citogenémica da Faculdade de
Ciéncias Meédicas da Unicamp, revelou 151 individuos com rearranjos
cromossOmicos equilibrados:

e 42/151 (27,8%) apresentaram alteracdes fenotipicas.

e Em 16 casos a alteracdo era de novo, em 62 herdada, e em 73 a
investigacao parental ndo foi concluida.

e Foram encontrados apenas 4/151 (2,6%) rearranjos cromossoOmicos
complexos.

Entre 14 individuos com RCEs e alteracdes fenotipicas, para os quais foi
realizada a CMA, foram encontrados desequilibrios genémicos patogénicos ou
provavelmente patogénicos em cinco (35,7%):

e Entre os casos com RCE de novo, foram encontrados desequilibrios
associados aos pontos de quebra em um caso, em outras regides
gendmicas em um caso, e em ambas as regides em um caso.

e Entre os casos com RCE herdado, foram encontrados desequilibrios

apenas em outras regides genémicas em dois casos.

Os resultados obtidos nesse estudo e os resultados encontrados na
revisdo da literatura mostraram que a grande maioria dos desequilibrios sdo
encontrados em casos com RCEs de novo e nos RCCs. Ja nos casos
herdados a grande maioria dos desequilibrios estdo presentes em outras
regides do genoma, sugerindo que desequilibrios associados aos pontos de

guebra nesses casos ndo sao uma causa comum do fenétipo.
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RESUMO

As anomalias cromossoémicas estruturais equilibradas envolvem o rearranjo da estrutura cromossémica que
altera a orientagdo ou a localizagdo de um segmento gendmico. Esses rearranjos equilibrados podem ser
inversoes, translocagdes ou insergdes. Eles podem envolver um ou mais cromossomos, e seus portadores
apresentam fenétipo normal em 90 a 95% dos casos. Porém rearranjos cromossomicos equilibrdos também
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ocasiona a interrupgdo de genes ou de seus elementos reguladores, decorrente aos pontos de quebra
gerados pelo rearranjo, ou também devido ao efeito de posigdo. Sendo assim, o objetivo principal deste
projeto é investigar desequilibrios genémicos em individuos que apresentam rearranjos cromossomicos
equilibrados com a presenga de fendtipo alterado. Para isso, sera realizada a revisdo dos casos de
individuos que apresentam rearranjos estruturais equilibrados no Laboratério de Citogenética Humana da
Unicamp nos ultimos 30 anos. Destes, serédo selecionados cerca de 10 individuos com fenétipo alterado e
rearranjo cromossdmico aparentemente equilibrado para a
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realizacdo de analise cromossémica por microarray (CMA). A aplicagdo da técnica de CMA nestes casos
permitira a identificagdo de microdelecdes ou microduplicagdes que estejam associadas as alteragdes
fenotipicas observadas e permitira a conclusao diagnoéstica e o aconselhamento genético em parte dos
individuos portadores destes rearranjos.

INTRODUGAO

As anomalias cromossomicas sdo responsaveis por variadas disfungdes do individuo portador, decorrentes
das altera¢cdes na molécula de DNA, afetando cromossomos autossomos, sexuais ou ambos. Podem se
apresentar de duas maneiras, as anomalias numéricas, podendo ser uma alteragdo em um Unico par
cromossémico, denominada de aneuploidia, tendo como exemplo a monossomia (45, X), a triploidia (47, XY
+21), dentre outras, e as altera¢gdes no numero total de cromossomos, como exemplo a triploidia (3n) e a
tetraploidia (4n). Também podem estar presentes no material genético as anomalias estruturais, onde a
quantidade do material genético se mantém, porém, ocorre o rearranjo dos segmentos cromossoémicos (1-2).
As anomalias estruturais sdo consequéncias da reconstituicdo anormal de cromossomos, que sofreram
quebras no DNA. O reparo dessas quebras ocorre por diferentes mecanismos de reparo para as quebras,
que ocorrem durante a formagao dos rearranjos cromossémicos, sendo eles, os principais, a recombinagédo
homadloga nao alélica (Non Alleic Homologous Recombination — NAHR), que é responsavel pela formagéo
dos rearranjos cromossoémicos desequilibrados, onde dois fragmentos de DNA, que ndo séo alelos, se unem
por apresentar similaridade entre si, podendo resultar em delegdes, duplicagbes e inversdes (3-4-5). A
juncéo de extremidades ndo homdlogas (Non-Homologous End Joining — NHEJ) é a via que possui a fungéo
de reconhecer e conectar as extremidades onde ocorreu a quebra de DNA, fazendo com que as
extremidades se unam através da adi¢cdo ou perda de alguns pares de bases (6-7). E o blogueio da forquilha
de replicagdo e mudanca de fita molde de DNA (Fork Stalling and Template Switcching - FoSTeS), quando a
mudanga da fita molde ndo esta presente em apenas uma forquilha de replicagdo, mas em outras diferentes
forquilhas que possuem microhomologia, podendo resultar em delegées, inversdes ou translocagdes, sendo
um 7 dos principais mecanismos de duplicagdo de DNA incorreta (8-9). Sendo assim, as anomalias
cromossomicas estruturais sao divididas em rearranjos equilibrados quando nédo ocorre perda nem ganho do
material genético e rearranjos desequilibrados, quando ocorre perda ou ganho de material genético, tendo
como consequéncia, trissomias ou monossomias parciais (10). Dentre os rearranjos desequilibrados existem
as delegdes, que envolvem a perda de um segmento cromossdmico, podendo ser terminal ou intersticial, e
as duplicagdes, uma vez que 0 mesmo segmento cromossémico se encontra duas vezes no mesmo
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cromossomo e no mesmo locus. Também s&o rearranjos desequilibrados os cromossomos em anel, que se
formam quando o cromossomo sofre duas quebras perdendo suas regides teloméricas, sendo assim as
duas extremidades quebradas se unem em estrutura de anel; os isocromossomos, onde um dos bragos esta
ausente e o outro duplicado. Os isocromossomos também podem ser isodicéntricos, que apresentam dois
centrdomeros em um unico cromossomo (11). Sendo assim, devido ao desequilibrio genémico causado por
rearranjos desequilibrados, seus portadores apresentam anomalias fenotipicas na grande maioria das vezes
(10). J& as anomalias cromossOmicas estruturais equilibradas envolvem o rearranjo da estrutura
cromossdmica que altera a orientagéo ou a localizagdo de um segmento gendmico. Elas podem envolver um
ou mais cromossomos € seus portadores apresentam fenétipo normal em 90 a 95% dos casos (12-13-14).
Desse modo, os rearranjos equilibrados podem ser dos seguintes tipos: inversdes, onde o segmento sofre
uma inversao de posi¢édo, podendo ser paracéntricas, aquelas que ndo incluem o centrémero tendo duas
quebras em um mesmo brago cromossémico, e pericéntricas, que incluem o centrémero, tendo uma quebra
em cada braco cromossdmico. Translocagdes, que envolvem trocas de segmentos entre cromossomos néo
homélogos, apresentando 8 duas principais formas, as reciprocas, onde ambos 0s cromossomos nao
homologos realizam trocas entre eles, porém o contetudo gendmico permanece inalterado; e a translocagao
Robertsoniana, que envolve cromossomos acrocéntricos, de modo que realizam a fusdo de seus
centrdmeros devido a perda dos bragos curtos. As inser¢des, que ndo sdo reciprocas, onde um
cromossomo apresenta a perda de um segmento, que € inserido em outro cromossomo, podendo ser de
forma direta ou indireta (15). Além desses principais tipos de rearranjos equilibrados, alguns rearranjos
podem apresentar mais de trés pontos de quebra presentes e sdo chamados de rearranjos cromossémicos
complexos (CCRs) (16). Os rearranjos equilibrados na maioria dos casos, podem néo estar associados a
alteragdes fenotipicas, entretanto podem acarretar reducéo de fertilidade, e também aumentam a
probabilidade de gerar uma prole fenotipicamente afetada devido a um rearranjo desequilibrado (24). Por
outro lado, os rearranjos equilibrados podem estar associados a fené6tipos anormais em cerca de 7% dos
casos. Esses podem manifestar malformagdes congénitas multiplas ou deficiéncia intelectual (17). Também
pode estar presente em individuos com transtorno do espectro autista, em 1,3% dos casos (18). Grande
parte dos rearranjos estruturais equilibrados sdo herdados de um dos genitores, onde ocorre a transmissao
na forma equilibrada para os descendentes (19). Porém, aproximadamente um em cada cinco individuos
apresenta o rearranjo de novo, ou seja, 0s pais possuem cariétipo normal. Esse rearranjo de novo possui
um risco de 6,1% em gerar um fenétipo anormal nos portadores (20). Estudos por analise cromossdmica por
microarray (CMA) mostraram
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que uma proporgdo destes casos ndo é realmente equilibrada, mas possui uma microdelegdo ou

microduplicagéo associada a um dos pontos de quebra. Nos ultimos anos, essa técnica tem sido utilizada
para a investigacédo de rearranjos aparentemente equilibrados em individuos com fenétipo anormal, e

diferentes trabalhos encontraram desequilibrios gendmicos em 30 a 50% dos individuos estudados (17,20).

Além de perdas e ganhos de segmentos gendmicos associados aos pontos de quebra; o fenétipo também
pode estar associado ao rearranjo, quando este ocasiona a interrupgédo de genes ou de seus elementos
reguladores, decorrente aos pontos de quebras gerados pelo rearranjo, ou também devido ao efeito de
posi¢do(21), onde o rearranjo pode separar o gene de seu elemento regulador ou aproxima-lo de uma
regido reguladora de outro gene (10). H4 uma maior proporgao de interrupgdo de genes nos rearranjos que
acometem individuos com rearranjos associados a quadros clinicos do que individuos clinicamente normais
(20). Além disso, pode ocorrer a interrupgado de dominios topolégicos associados (Topologically Associating
Domain — TADs), esses dominios apresentam alta interagdo no genoma, sendo assim o rearranjo estrutural
resulta em impactos na expressao génica (22). A identificagdo dos pontos de quebra desses rearranjos
aparentemente equilibrados permite caracterizar os genes associados aos quadros clinicos. Para a
caracterizacdo desses rearranjos séo utilizadas técnicas avangadas, onde é possivel identificar todos os
tipos de anomalias cromossdmicas, até mesmo aquelas submicroscépicas. Dentre algumas técnicas temos
a hibridagao in situ fluorescente (FISH), que utiliza sondas de DNA especificas, com tamanhos de 40 kb a
250 kb, que sdo marcadas com um fluorocromo e hibridadas em sequencias complementares de DNA, para
identificar regides cromossOmicas, a presenga, auséncia ou a localizagdo de genes, sendo extremamente
importante na caracterizagéo de rearranjos cromossémicos (25, 26). Além desta a técnica de CMA utiliza
milhares de sondas espalhadas por todo o genoma, permitindo a detecgdo de perdas e ganhos de
segmentos submicroscépico de até 1 kb (27). Sendo assim, é possivel investigar todo 0 genoma em um

unico experimento, detectando perdas e ganhos de segmentos cromossdémicos com alta resolugdo (28).

HIPOTESES I. A maioria dos individuos com rearranjos cromossdmicos balanceados apresenta fenétipo
normal, porém uma minoria deles apresenta fenétipo anormal. Il. Individuos com rearranjos cromossémicos
aparentemente equilibrados ou complexos e fenétipo anormal apresentam desequilibrios genémicos
relacionados ao quadro clinico.

GARANTIAS ETICAS AOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

Em consulta agendada com um médico geneticista sera apresentado o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) aos responsaveis pelo participante. O TCLE podera ser levado para casa para que o
seu responsavel legal possa ler com tempo e decidir em participar ou ndo da pesquisa.
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Para as familias que decidirem participar da pesquisa, sera realizada a coleta do sangue periférico do
participante, com material adequado (estéril e descartavel) por profissional treinado. Caso necessario,
também serdo coletadas amostras se sangue periférico dos pais. Durante o tempo que a investigagdo
diagnostica durar, todas as amostras de sangue coletadas serdo processadas e armazenadas nos
Laboratdrios de Citogenética Humana e Citogendmica da Faculdade de Ciéncias Médicas — UNICAMP. Os
resultados dos exames serdo transmitidos a familia por um médico geneticista. Também podera ser
realizado o aconselhamento genético se esse for o desejo da familia. Os participantes terdo a garantia de
que suas identidades serdo mantidas em sigilo € nenhuma informagéo sera dada a outras pessoas que nao
facam parte da equipe de pesquisadores. Na divulgagcdo dos resultados desse estudo, nenhuma
identificagdo dos participantes sera citada.

ESPERADOS Os resultados deste trabalho poderdo gerar novas informagdes e conhecimentos sobre as
consequéncias das anomalias cromossomicas aparentemente equilibradas, porém que apresentam ganhos
ou perdas submicroscépicas do material genético, no fenétipo do individuo afetado.

DIVULGACAO DOS RESULTADOS Os resultados deste trabalho serdo divulgados em congressos
nacionais com temas relacionados a genética e citogenética humana. Também ha a possibilidade de
divulgagao dos resultados em congressos internacionais. Além disso, € possivel que alteragdes encontradas
em casos individuais ou familiais que possuirem informagdes relevantes para a comunidade cientifica sejam
divulgados no formato de artigo cientifico.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo geral

Investigar desequilibrios gendmicos em individuos que apresentam rearranjos cromossdmicos balanceados
com a presenca de fendtipo alterado.

Objetivos especificos

| Realizar estudo retrospectivo de todos 0s casos com rearranjos cromossdmicos balanceados identificados
no Laboratdrio de Citogenética Humana e Citogendmica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, e
nesta amostra: Caracterizar a amostra, quanto a frequéncia de individuos com fenétipo normal ou alterado e
frequéncia de casos herdados ou de novo;

Identificar a frequéncia dos rearranjos cromossémicos complexos nessa amostra;

Il Investigar anomalias cromossdmicas, relacionadas ou ndo aos pontos de quebra, em individuos
portadores de rearranjos cromossdmicos aparentemente equilibrados e rearranjos cromossémicos
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complexos, com fenétipo anormal.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: 0 Unico risco previsivel até 0 momento é aquele relacionado a coleta de sangue periférico. A coleta
de sangue sera realizada por profissional treinado, com material adequado (estéril e descartavel). O risco
sera apenas de dor leve durante o procedimento e possibilidade de formagdo de manchas rochas na regido
da coleta.

Beneficios: o Unico beneficio para o participante e sua familia é a realizagdo de testes genéticos (com a
finalidade de diagndstico) que ainda néo estdo disponiveis na rede publica de salde.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de Mestrado

Aluna: Carolina Gama Nascimento

Mestranda em Ciéncias Médicas, area de concentracdo Genética Médica
Orientador: Prof. Dr. Tarsis Antonio Paiva Vieira

Professor do Departamento de Medicina Translacional - FCM/UNICAMP.

Desenho:

Este estudo realizara a revisdo dos casos de individuos que apresentam rearranjos estruturais equilibrados
no Laboratério de Citogenética Humana

da Unicamp nos ultimos 30 anos. Destes, serdo selecionados cerca de 10 individuos com fenétipo alterado
€ rearranjo cromossomico

aparentemente equilibrado para a realizagao de analise cromossdmica por microarray (CMA). A aplicagao
da técnica de CMA nestes casos permitira a identificacdo de microdelegdes ou microduplicagdes que
estejam associadas as alteragdes fenotipicas

observadas e permitird a conclusao diagnéstica e o aconselhamento genético em parte dos individuos
portadores destes rearranjos.

Tamanho da Amostra no Brasil: 200

LOCAL DE REALIZAGAO DA PESQUISA

Este estudo sera realizado no Laboratério de Citogenética Humana e Citogendmica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da Unicamp.

POPULAGAO A SER ESTUDADA

Poderao fazer parte da casuistica deste estudo, participantes de ambos os sexos e de qualquer
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faixa etaria que apresentem rearranjos cromossémicos estruturais equilibrados e (ou) rearranjos
cromossémicos complexos, com fendtipo alterado. Todos serdo recrutados nos ambulatérios do Servigo de
Genética Clinica do Departamento de Medicina Translacional da FCM — UNICAMP. Os dados clinicos dos
individuos seréo coletados de seus respectivos prontuarios e serdo codificados de acordo com o HPO
(Human Phenotype Ontology).

Participantes:

Esse estudo ira realizar a revisdo dos casos de individuos que apresentam rearranjos cromossomicos
estruturais balanceados do Laboratério de Citogenética Humana da Unicamp entre 1990 e 2020. Além
disso, serdo selecionados cerca de 10 individuos com fenétipo alterado e rearranjo cromossémico
aparentemente equilibrado para realizagdo de CMA.

COLETA DE DADOS: agt e set 2021.

Término do estudo: 30/06/2022.

- Orgamento: Total em R$ R$ 20.000,00.

Serdo incluidos individuos que apresentarem rearranjos cromossOmicos estruturais equilibrados e (ou)
rearranjos cromossOmicos complexos, com fenoétipo alterado.

Serdo excluidos os individuos que apresentarem fené6tipo normal e os individuos com anomalias
cromossOmicas estruturais desequilibradas.

Serédo incluidas no estudo pessoas de faixas etarias variadas, sendo que a maioria seréo criangas. Porém,
como essas apresentam deficiéncia intelectual, solicitamos a dispensa de aplicagdo do TALE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- folhaDeRosto_assinada.pdf 10/06/2021 : 200 participantes. Assinado pelo diretor da FCM.

- identidade_funcional.pdf 09/06/2021 : Prof Dr | FCM.

- Projeto_Mestrado_Carolina_CEP.pdf 09/06/2021 : projeto completo.

- Justificativa_dispensa_TALE.pdf 09/06/2021: Ser&o incluidas no estudo pessoas de faixas etarias
variadas, sendo que a maioria serdo criangas. Porém, como essas apresentam deficiéncia intelectual,
solicitamos a dispensa de aplicagdo do TALE.

- Justificativa_dispensa_TCLE_levantamento_de_dados.pdf 09/06/2021:Essa solicitagdo de dispensa se
justifica por ser um estudo retrospectivo, que incluira dados especificos de participantes atendidos no
Servigo de Genética Clinica do Departamento de Medicina Translacional/ FCM — UNICAMP nos ultimos 30
anos, sendo que a grande maioria dos participantes ndo esta mais em atendimento neste servigo. Este
estudo utilizara apenas informagdes de resultados de exames de cariétipo realizados no Laboratério de
Citogenética Humana da FCM/
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UNICAMP ja entregues aos pacientes. Todos os dados serdo apresentados de forma andénima, sem
qualquer identificagdo nominal ou com numero de registros das amostras dos participantes da pesquisa.
Nos casos em que for identificada a necessidade de realizagéo de Analise Cromossdmica por microarray, 0s
responsaveis pelos pacientes serdo contatados por telefone e convidados a participar da pesquisa.

Para a presente versdo:

- CARTA_RESPOSTA_CEP.pdfi08/10/2021: esclarece as pendéncias.

- Autorizacao_coleta_de_dados.pdf 08/10/2021: anuéncia do responsavel pelo servigo de genética clinica do
HC para coleta de dados.

- Justificativa_dispensa_TCLE_levantamento_de_dados.pdf(08/10/2021 : justificando a

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Em consideragédo ao parecer anterior de 26 de Julho de 2021; Numero do Parecer: 4.865.406, pesquisador
esclarece:

- Quanto a "Apresentar anuéncia do superintendente do HC onde os participantes serdo abordados para
realizacdo do estudo.” declara:"Anexamos o documento com a autorizagdo de coleta de dados assinada
pelo chefe do Servigo de Genética Clinica do HC/Unicamp. Essa autorizagéo foi solicitada ao chefe deste
servigo, pois apos mais de um més em que os documentos foram entregues na Superintendéncia do HC,
para assinatura do superintendente, os mesmos foram perdidos. Inicialmente informaram que estava em
analise, mas nunca devolveram os documentos, que ndo foram assinados. Alegam que os documentos néo
estdo la."

- Inclui previsédo de ressarcimento de gastos para convocagdo a participar do estudo (coleta de material
biolégico) "declaracdo de que haverd ressarcimento aos participantes foi incluida no TCLE "

- O TCLE sera aplicado apenas aos 10 participantes para os quais serd realizada a CMA. Havera tomada de

fotografias, consulta de dados clinicos, coleta de sangue, e armazenamento de DNA. Todos esses
procedimentos foram incluidos no projeto e no TCLE e estdo destacados em azul.
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- Foi esclarecido no TCLE as condi¢des da fotografia.

Concluséo: projeto aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na
integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante 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 (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuagao do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds andlise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuagéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou quando
constatar a superioridade de uma estratégia diagnostica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto é, somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a 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 e aguardando a aprovagéo
do CEP para continuidade da pesquisa.

- Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatério do CEP, para serem
juntadas ao protocolo inicial.

- Relatdrios parciais semestrais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a
data deste parecer de aprovagéo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolugdo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-O pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 08/10/2021 Aceito
do Projeto ROJETO_1770597.pdf 17:17:23
Outros Autorizacao_coleta_de_dados.pdf 08/10/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito
17:17:02 | Vieira

QOutros CARTA_RESPOSTA_CEP.pdf 08/10/2021 |Téarsis Antonio Paiva | Aceito
17:16:39 | Vieira

TCLE / Termos de | Justificativa_dispensa_TCLE_levantame| 08/10/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito

Assentimento / nto_de_dados.pdf 17:16:17 | Vieira

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_Projeto_Carolina.pdf 08/10/2021 | Tarsis Antonio Paiva | Aceito

Assentimento / 17:16:04 |Vieira

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Mestrado_Carolina_CEP.pdf 08/10/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito

Brochura 17:15:49 | Vieira

Investigador

Folha de Rosto folhaDeRosto_assinada.pdf 10/06/2021 | Tarsis Antonio Paiva | Aceito
09:57:30 | Vieira

QOutros identidade_funcional.pdf 09/06/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito
18:20:56 | Vieira

Declaragéo de Regulamento_Biorrepositorio_Projeto_C| 09/06/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito

Manuseio Material | arolina.pdf 18:19:34 |Vieira

Bioldgico /

Biorepositério /

Biobanco

TCLE/ Termos de | Justificativa_dispensa_TALE.pdf 09/06/2021 |Tarsis Antonio Paiva | Aceito

Assentimento / 18:19:20 |Vieira

Justificativa de

Auséncia

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
Endereco: Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas
Bairro: Bar&o Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail:

cep@unicamp.br
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Continuagado do Parecer: 5.042.235

CAMPINAS, 17 de Outubro de 2021

Assinado por:
Maria Fernanda Ribeiro Bittar
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, 1° andar do Prédio | da Faculdade de Ciéncias Médicas

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887
UF: SP Municipio: CAMPINAS
Telefone: (19)3521-8936 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@unicamp.br
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7.2. Termo de Consentimento Livre Esclarecido

Projeto: “Caracterizacdo de rearranjos cromossdmicos equilibrados e rearranjos cromossGmicos

complexos em individuos com alteragées fenotipicas”

Nome do responsavel: Tarsis Antonio Paiva Vieira

Numero do CAAE: 47887221.5.0000.5404

A pessoa pela qual é responsavel esta sendo convidada a participar como voluntaria de uma
pesquisa. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar
seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra

com o pesquisador.

Por favor, leia com atengao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se houver
perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se
preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de
decidir participar. Nao haverd nenhum tipo de penalizagdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar

participar ou retirar sua autorizagao em qualquer momento.
Justificativa e objetivos:

As alteragGes cromossémicas estruturais (alteragdo na estrutura do cromossomo, onde o DNA é
armazenado) podem ser aparentemente equilibradas (quando tem perdas e ganhos de DNA muito
pequenos ndo vistos através de um microscopio). Em outros casos as alteragdes cromossOmicas
estruturais podem se apresentar multiplas vezes em uma mesma pessoa, chamadas, alteragGes
cromossOmicas complexas (muitas quebras cromossGmicas). Sendo assim, pessoas que possuem
ambas as alteragdes, apresentam indicagdo para a investigacdao de perdas ou ganhos de pequenos
pedacos do DNA, para chegar a uma conclusdo do diagnéstico e realizar a orientagdo da familia,
com relagdo aos riscos do mesmo problema se repetir em outras pessoas da familia. Portanto, o
objetivo deste estudo é investigar a relagdo de alteragdes cromossdmicas estruturais equilibradas e
alteragdes complexas, com o fenétipo apresentado, através de exames que permitem a

identificacdo de alteracGes no DNA.
Procedimentos:

Participando do estudo, a pessoa pela qual é responsavel estd sendo convidada a: permitir a
consulta das informagdes que estdo no prontudrio do Servico de Genética Clinica do Departamento
de Medicina Translacional da FCM - UNICAMP e os resultados dos exames que estdo neste
prontuario. Além disso também serd realizada a coleta de sangue periférico (da veia do brago) para
a extragdo do DNA, para a realizagao do seguinte exame genético: Andlise Cromossdmica por
microarray, que tem a finalidade de encontrar alteragGes nas estruturas cromossémicas (descobrir
a causa do problema). Neste exame os cromossomos (estrutura formadas por DNA) serdo

analisados. Caso necessario, a amostra dos pais também serd coletada. Também serao consultadas



96

as informacdes clinicas (anamnese e exame fisico) que estdo no prontudrio do servico de genética

clinica do Hospital de Clinicas da UNICAMP e os resultados dos exames que estdo neste prontuario.
Desconfortos e riscos:

O Unico risco previsivel até o momento é aquele relacionado a coleta de sangue periférico. A coleta
de sangue sera realizada por profissional treinado, com material adequado (estéril edescartdvel). O
risco serd apenas de dor leve durante o procedimento e possibilidade de formagado de manchas

rochas na regido da coleta.
Beneficios:

O unico beneficio para o participante e sua familia é a realizagdo de testes genéticos (com a

finalidade de diagndstico) que ainda ndo estdo disponiveis na rede publica de saude.
Acompanhamento e assisténcia:

O acompanhamento do participante serd realizado pelo geneticista clinico, em consultas regulares
junto ao servigo de genética. Os resultados dos exames serao informados por este mesmo

profissional.
Sigilo e privacidade:

Vocé tem a garantia de que a identidade da pessoa pela qual é responsavel serd mantida em sigilo
e nenhuma informacao sera dada a outras pessoas que ndo fagam parte da equipe de
pesquisadores. Na divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome e o da pessoa pela qual é

responsavel ndo serdo citados.
Ressarcimento e Indenizagdo:

Esta pesquisa prevé ressarcimento de despesas, caso haja necessidade de comparecimento
exclusivamente para participagdo na pesquisa, todas as despesas com transporte e alimentagao
serao ressarcidas. O participante tera direito a indeniza¢do em caso de danos decorrentes do

estudo.
Aconselhamento genético:

Os resultados serdo transmitidos a familia por um médico geneticista clinico experiente em

consulta agendada no servigo de genética clinica do HC, onde a familia é acompanhada.

O aconselhamento genético poderad ser realizado, se for o desejo da familia, por esse mesmo

profissional.

Os dados genéticos sdo confidenciais e ndo serdo repassados a terceiros (como, por exemplo:

seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos, entre outros).
Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:

Todas as amostras de sangue coletadas serdo processadas e armazenadas no Laboratério de
Citogenética Humana e Citogenomica da Faculdade de Ciéncias Médicas UNICAMP durante o

tempo que a investigacdo diagndstica durar.
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Vocé podera, também, autorizar a armazenagem do DNA (no Laboratdrio de Citogenética Humana
e CitogenOmica da Faculdade de Ciéncias Médicas UNICAMP) para pesquisas futuras. No entanto,
antes de se realizar qualquer estudo futuro, sera solicitada a aprovagdo do Comité de Etica em

Pesquisa para tal.

() Concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do

material bioldgico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

() Concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do material
bioldgico, sendo necessario o meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada
pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

Vocé, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou prejuizos, pode
retirar o consentimento da guarda e utilizagdo do seu material biolégico armazenado. O descarte
do material armazenado serd autorizado quando solicitado pelo participante ou responsavel legal,

assim que terminar a pesquisa.
Fotografias:

() Autorizo a tomada de fotografias da pessoa sob minha guarda, para publicagdo em revista
cientifica, se houver contribuigcdo relevante apds a conclusao da investigacao. As fotografias serdo
tiradas da pessoa vestida (com roupas). A face também serd fotografada, pois a avaliacdo desta é
importante em estudos genéticos.

Disponibilizagao de informagbes em bases de dados cientificas nacionais e (ou) mundiais:

Como a maioria das causas de deficiéncia intelectual e defeitos congénitos sdo raras, é importante
comparar as caracteristicas clinicas e genéticas de pessoas no Brasil e em outros paises. Para isso, é
necessario inserir informagdes médicas e resultados de testes genéticos em bases de dados
publicas nacionais e (ou) mundiais. No compartilhamento dos dados é sempre assegurado que NAO
havera qualquer identificacdo dos participantes, ou seja, ndo aparecerdo informagdes como nome,
sobrenome, filiacdo, enderec¢o, nimero de registro hospitalar, cartdo nacional de saide ou

qualquer outra que permita reconhecer o participante. Em relagdo a este item, eu:

() Autorizo a disponibilizagdo das informagdes médicas e resultados de testes genéticos em bases

de dados publicas.

() Nado autorizo a disponibilizagdo das informagGes médicas e resultados de testes genéticos em

bases de dados publicas.
Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores Carolina
Gama Nascimento ou Prof. Tarsis Antonio Paiva Vieira. Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126, andar
térreo FCM 01, no Departamento de Genética Médica, CEP 13083-887 Campinas — SP. Telefones:
(19) 3521-8906 ou (19) 3521-8909. E-mail: cargama0902 @gmail.com

Em caso de denuncias ou reclamagdes sobre sua participacdo e sobre questdes éticas do estudo,

vocé poderd entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
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UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de Camargo,
126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-mail:

cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres
humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por objetivo desenvolver a
regulamentacdo sobre protecdo dos seres humanos envolvidos nas pesquisas. Desempenha um
papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa (CEPs) das instituicdes, além de

assumir a fungdo de érgdo consultor na drea de ética em pesquisas.
Consentimento livre e esclarecido:

Apds ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incdbmodo que esta possa acarretar, aceito participar e
declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por mim,

tendo todas as folhas por nds rubricadas:

Nome do(a) participante: Contato telefénico:
e-mail (opcional):

Data: / /

(Nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucdo 466/2012 CNS/MS e complementares na
elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP,
quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa
exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado

pelo participante.

Data: / /

(Nome e assinatura do pesquisador)
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