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Resumo

A variacdo no nimero de copias (CNV) no genoma € um dos fatores etiologicos que pode
desencadear a condicdo da deficiéncia intelectual (DI), sendo que esta condi¢do atinge cerca
de 2% da populacdo mundial. A metodologia de andlise cromossOmica por microarranjo
(CMA) além de ser indicada como teste de primeira escolha para pacientes com DI, tem
ajudado também na compreensdo da formacdo de CNVs e classificacdo destes rearranjos,
quanto a patogenicidade, o tipo de recorréncia e sua origem. E este estudo objetivou inferir a
origem cromossodmica parental das CNVs de novo patogénicas em pacientes com DI e seu
mecanismo de formacgdo. Os pacientes com indicagdo clinica de DI foram encaminhados ao
Niucleo de Pesquisas Replicon/LaGene para realizacio do cariétipo com bandeamento GTG, e
subsequentemente, os que nao tiveram alteracdo numérica e/ou estrutural no cariétipo foram
convidados a continuar a investigacdo em nivel genomico, pela metodologia de CMA. Apds
realizacdo do CMA e classificacdo das CNVs, foram realizadas a andlise da origem parental
das CNVs de novo patogénicas pela andlise do erro mendeliano usando os marcadores de
SNPs disponibilizado pelo software ChAS. Adicionalmente, foi usado o UCSC Genome
Browser para detectar Repeticdes De Poucas Copias (LCR) circundantes as CNVs para inferir
o mecanismo de formagdo das mesmas. Foi realizado o cariétipo em 290 pacientes com
indicacdo clinica de DI entre os anos de 2013 a 2015 e em 193/290 (66,5%) foram
diagnosticados pelo cariétipo. Do conjunto de pacientes que ndo foram diagnosticados usando
o cariotipo, apenas 76/97 (78,3%) aceitaram continuar a investigacdo pelo CMA. Apos
realizar o CMA, foi observado 15 CNVs de novo patogénicas, 10 CNVs de perda e 5 CNVs
de ganho, em 13/76 (17,1%) pacientes. Na andlise da origem parental, observou-se que 60%
das CNVs sdo de origem materna e 40% de origem paterna. Nao foi possivel detectar a
influéncia da idade parental na formagcdo das CNVs. Ao analisar a presenca de LCRs
circundantes, observou-se que 46,7% das CNVs de novo patog€nicas sdo recorrentes € o
mecanismo de formagdo foi a Recombinacdo Homologa Nao Alélica (NAHR), e 71,4%
dessas CNVs recorrentes sao de origem materna. Esses dados corroboram com os estudos que
afirmam que a maioria das CNVs de origem paterna sdo ndo recorrentes devido as células
germinativas replicarem indmeras vezes o seu material genético na fase pré-meidtica, sendo
possivel inferir sobre o mecanismo de formagao que pode ter sido por Replicacdo Induzida
por Quebra e Mediada por Microhomologia (MMBIR) ou Jun¢do de Extremidade Nao Alélica
(NHEJ).

Palavras-Chave: CMA; LCR; CNV recorrente; NAHR.



Abstract

Copy Number Variation (CNV) has been associated with intelectual disability (ID) and this
condition occur in approximately 2% of world population. Chromosomal Microarray Analysis
(CMA) is being indicated as first-tier test for individuals with ID and has also helped to
understand the mechanisms of CNV formation, classification of these rearrangements, type of
recurrence, and its origin. The aim of this study was to infer the parental chromosome origin
of de novo pathogenic CNV in patients with ID and their mechanisms of formation. Patients
with clinical indications of ID were referred to Replicon Research Group/LaGene for G-band
karyotyping. CMA approach was done for patients without numerical and/or structural
rearrangements results in karyotype. After performing CMA and classification of CNVs, the
parental origin of pathogenic CNVs was done using Mendelian error check based on SNPs
markers available by ChAs software. In addition, the UCSC Genome Browser website was
used to detect Low Copy Repeats (LCR) surrounding the CNVs to infer the mechanisms of
their formation. In the period from 2013 to 2015 was performed G-band karyotyping in 290
patients with clinical indication of ID and a total of 193/290 (66.5%) were diagnosed by
Karyotype. The group of patients who were not diagnosed using the karyotype, only 76/97
(78.3%) agreed to continue the investigation by CMA’s approach. After performing CMA, a
total of 15 de novo pathogenic CNVs were observed, 10 CNV of loss and 5 CNV of gain, in
13/76 (17.1%) patients. The analysis of the parental origin showed 60% of CNVs are of
maternal origin and 40% of paternal origin. It was not possible to detect the influence of
parental age in the formation of CNVs. After analyzing the presence of surrounding LCRs, it
was observed that 46.7% are recurrent CNVs and the mechanism of formation was Non-
Allelic Homologous Recombination (NAHR), and 71.4% of these recurrent CNVs are of
maternal origin. These data are in agreement with studies that affirm that the majority of
CNVs of paternal origin are nonrecurrent due to germ cells replicate many times their genetic
material in the pre-meiotic phase, being possible to infer the mechanism of formation of CNV
that may have been by Microhomology-mediated break-induced replication (MMBIR) or
Non-homologous end joining (NHEJ).

Keywords: CMA; LCR; recurrent CNV; NAHR.



1-INTRODUCAO

A deficiéncia intelectual (DI) foi definida em 2011 pela Organizacdo Mundial da
Saide no documento Relatério Mundial sobre Deficiéncia (do inglés “World Report on
Disability”) como a dificuldade de entender, aprender e recordar coisas novas e aplicar estas
como forma de aprendizagem em novas situacdes. A DI atinge 1% dos nascidos vivos
(MAULIK et al. 2011) e estes podem apresentar grau varidvel de intensidade, a saber: leve,
moderada, grave e profunda (VISSERS et al. 2016). Para definir se o paciente realmente
possui deficiéncia intelectual e seu nivel € aplicado o teste de quociente de inteligéncia (QI)
relacionado com a idade e a realidade sociocultural do individuo e, a partir da pontuacao
obtida no teste, uma pessoa € diagnosticada com ou sem deficiéncia intelectual (SCHALOCK

et al. 2010).

Os fatores etiolégicos da DI podem ser ambientais e genéticos; Entre os ambientais,
destaca-se o consumo de édlcool durante a gravidez, as infecgdes, as complicagdes perinatais e
desnutricdo materna e da crianca. Dentre os fatores genéticos destaca-se 0 comprometimento
de genes do desenvolvimento e metabolismo neural. Por causa do seu comportamento
genético, quadros de DI tém tornado um motivo frequente de encaminhamento destes
pacientes para os servi¢os genéticos pedidtricos para fins de diagnoéstico clinico e laboratorial

(MEFFORD et al. 2012).

O caridtipo com bandeamento GTG € um teste robusto que tem a capacidade de
visualizar de 400 a 550 bandas nos cromossomos, detectando alteracdes maiores que 5-10
Mb. Dos pacientes com DI que sdo encaminhados para a realizag@o de testes genéticos, cerca
de 5% deles possuem alteragdes numéricas e/ou estruturais visiveis microscopicamente no

cariétipo bandeado (SCHAAF et al. 2011).

A Anidlise Cromossdmica por Microarranjo (CMA) é a metodologia recomendada
pelos consensos internacionais como o teste de primeira escolha para diagndstico dos casos
com indicacdo clinica de deficiéncia intelectual, Transtorno do Espectro Autista (TEA) e
Anomalias Congénitas Multiplas (ACM). A CMA ¢€ capaz de detectar alteragdes gendmicas
do tipo Variacdo no Numero de Cépia (CNV) de ganhos e/ou perdas menores que 5 Mb, que
ndo € detectado pelo cariétipo com bandeamento GTG. O CMA se destaca por conseguir
detectar perdas e ganhos submicroscopicos diagnosticando 15 a 20% de pacientes com DI,

TEA e ACM (MILLER et al. 2010; NOWAKOWSKA, 2017).
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As CNVs sdo segmentos de perdas ou ganhos submicroscépicas resultando na
mudanga da diploidia do /ocus onde ela se encontra (GIRIRAJAN et al. 2011). Devido a
capacidade de modular o fenétipo humano, as CNVs sio alvos de estudo (ESCARAMIS et al.
2015). Na tentativa de identificar e classificar as CNVs, atualmente existem muitas
plataformas de arrays disponiveis para auxiliar em diferentes tipos de pesquisas. Com o
aumento da resolugdo das matrizes de SNP para a CMA, aumentou-se também o rendimento
do diagndstico e possibilitou detectar também variacdes benignas ou variantes de
significancia clinica incerta (VOUS) (BORLOT et al. 2017). Com o avango das metodologias
ao longo de 20 anos de estudo sobre as desordens gendmicas, foi possivel classificar
diferentes tipos de CNVs para melhor compreender cada uma delas, como os mecanismos de
formacgdo das CNVs recorrentes e ndo recorrentes que afetam a distribuicdo destas variacdes

nas populacoes (HAREL; LUPSKI, 2017).

A partir de 2010, t€ém sido propostas para a classificacdo das CNVs quanto a
patogenicidade. Em geral, a patogenicidade de uma CNV ¢ aferida levando-se em
consideragdo a posicdo onde ela se encontra no genoma, se estd envolvendo regides de
sindromes conhecidas, se envolve genes importantes para o desenvolvimento e/ou
funcionamento neuroldgico e sua ocorréncia em populagdes saudaveis. Uma importante
andlise, indicada pelos consensos internacionais, € a testagem dos genitores com intuito de

detectar se a CNV foi herdada de pais saudaveis ou se € uma CNV de novo (MILLER et al.
2010; NOWAKOWSKA, 2017).

As CNVs de novo ndo sao herdadas dos genitores, mas podem ser transmitidas se caso
forem formadas nas células germinativas de um dos genitores. Sendo assim, o conhecimento
dos fatores de riscos subjacentes a sua formagao é importante para compreender o que leva a
formacdo de diferentes tipos de CNVs de novo. Para a realizacdo de estudos que envolvam
esta tematica, tém sido desenvolvidas plataformas de array com a utilizacdo de marcadores de
Polimorfismo de Nucleotideo Unico (SNP) para a anélise da origem parental das CNVs de

novo (MA et al. 2017).

12



2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Deficiéncia intelectual e seus aspectos etiologicos

O Relatério Mundial Sobre Deficiéncia, publicado em 2011 pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), definiu a deficiéncia intelectual (DI), anteriormente conhecida como retardo
mental ou limitacdo mental, como dificuldades em entender, aprender e recordar coisas novas
e em aplicar essa aprendizagem a novas situagdes. Outra defini¢do para deficiéncia intelectual
foi apresentada pela American Association on Intellectual and Developemental Disabilities
(AAIDD) como limitacdes significativas tanto no funcionamento intelectual como no
comportamento adaptativo, abrangendo diversas habilidades sociais e préticas didrias, que se

originam antes da idade de 18 anos.

A deficiéncia intelectual, que atinge cerca de 1% dos nascidos vivos (MAULIK et al.
2011), ocorre de forma isolada ou em conjunto com outras malformacdes congénitas podendo
apresentar caracteristicas neurolégicas como deficiéncia sensorial, epilepsia e sinais do
Transtorno do Espectro Autista (TEA), além de exibir gravidade varidvel: leve, moderada,

grave e profunda (VISSERS et al. 2016).

O funcionamento intelectual de pessoas que apresentam caracteristicas de DI pode ser
avaliado pela aplicacio de Teste de Quociente de Inteligéncia (QI). A interpretacdo dos
resultados do QI esta apresentado no Quadro 1. A interpretacdo depende das respostas dos
testes, relacionadas com a idade e a realidade sociocultural do individuo avaliado. Quando o
teste apresenta pontuacdo inferior a 70, limitacdo intelectual € identificada (LUCKASSON et

al. 2002; SCHALOCK et al. 2010).

Quadro 1. Incapacidade intelectual aferida a partir da aplicacdo do teste do Quociente de Inteligéncia e o
comportamento de dominios e habilidades dos pacientes

Grau Faixa de QI | % dos casos | Capacidade adulta

* Alfabetizagdo +

« Habilidades de autoajuda ++
* Boa fala ++

* Trabalho semiqualificado +

Leve 50-70 80

* Alfabetizagdo +/-

* Habilidades de autoajuda +

« Fala em casa +

* Trabalho ndo qualificado, com ou sem supervisdo +

Moderado 35-50 12

* Habilidades de autoajuda assistidas +
Grave 20-35 3a4 * Fala minima +
» Tarefas domésticas assistidas +

Profundo Abaixo de la2 - Fala +/-
20 * Habilidades de autoajuda +/-
Nota: +/- algumas vezes atingivel; + atingfvel; ++ definitivamente atingivel.

Fonte: Tratado de Saide Mental da Infancia e Adolescéncia da IACAPAP (KE; LIU, 2015), com adaptacio.
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Pessoas que apresentam deficiéncia intelectual profunda ndo podem cuidar de si e
possuem uma linguagem muito prejudicada, capacidade de expressar emogdes limitada e
pouco compreendida (ADAMS; OLIVER, 2011). Também € comum apresentarem
convulsodes, deficiéncias fisicas e expectativa de vida reduzida. As pessoas que possuem DI
grave tem dificuldade em pronunciar palavras e possui vocabuldrio limitado. Precisam de
apoio em casa, na escola e na comunidade para poder desenvolver habilidades basicas de
autoajuda. Ja os individuos que apresentam DI moderada, conseguem se comunicar e cuidar
de si mesmo com algum apoio, além de poder realizar trabalhos ndo qualificados ou
semiqualificados sob supervisdo. As pessoas que possuem DI leve sdo capazes de se
comunicar bem e aprender habilidades bdsicas, como leitura e informatica, além de

conseguirem realizar trabalhos domésticos e cuidar de si (KE; LIU, 2015).

A DI pode ser caracterizada como sindrdémica e ndo sindrémica. E classificada como
DI sindromica quando estd associada a fenétipos sindromicos, que incluem malformacao
congénita, dismorfia, convulsdes e entre outras sintomatologias reconhecidas ao exame fisico
do paciente. Por outro lado, na DI ndo sindromica, a inica manifestacao clinica do paciente é
a prépria DI. Pacientes com DI sindromica podem apresentar sinais e sintomas que permitem

enquadri-los em sindromes genéticas ja descritas (ROCHA, 2014).

A etiologia da DI tem influéncia de fatores exdgenos, como consumo de dlcool pela
mae durante a gravidez, infec¢des, complicacdes durante o nascimento e desnutri¢do extrema.
Porém os fatores genéticos sdo os mais conhecidos por apresentar papel importante no

desenvolvimento da deficiéncia intelectual (KE; LIU, 2015).

Devido a complexidade organica e funcional do cérebro, formadas por células
altamente especializadas que executam suas funcdes por estarem interligadas, espera-se que
durante o desenvolvimento e o funcionamento diario ao longo da vida de uma pessoa, as
proteinas participantes do funcionamento deste sistema estejam ativas, na quantidade certa, no
local certo e no momento certo. Portanto, uma mutac¢do pontual, um rearranjo gendmico ou
uma aberragdo cromossdmica que afeta um ou mais genes pode prejudicar a producao destas
proteinas, causando graves consequéncias para o desenvolvimento cerebral ou funcionamento

cognitivo (MEFFORD et al. 2012).

A deficiéncia intelectual passou a ser o principal motivo do encaminhamento para

servigos genéticos pedidtricos. Porem as caracteristicas clinicas e genéticas da DI sdo muito
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heterogéneas e, as vezes, complexas o que dificulta o diagndstico clinico e laboratorial na

maioria dos casos (MEFFORD et al. 2012).

Os individuos que apresentam suspeitas de um distirbio cromossdmico como causa da
DI sao indicados para realizar o teste de cariotipagem com bandeamento GTG. Para aplicac¢ao
desta técnica, obtém-se cromossomos em metafase com uma resolucio de 400 a 550 bandas.
Porém este nivel de resolucdo ndo detecta alteragdes cromossdmicas que sejam menores de 5
Mb. O teste do caridtipo consegue diagnosticar cerca de 5% dos pacientes que apresentam DI
ndo sindromica (SCHAATF et al. 2011). A andlise cromossOmica por microarranjo (CMA),
indicada pelos consensos internacionais como teste de primeira escolha para diagnostico da
DI, pode detectar rearranjos menores que 5 Mb. A andlise por microarray fornece cerca de
15% a 20% de rendimento adicional no diagndstico quando comparado ao cariotipo

(HOCHSTENBACH et al. 2009; MILLER et al. 2010; NOWAKOWSKA, 2017).

2.2 Alteracoes numéricas e estruturais no genoma humano

O genoma humano estd distribuido e compactado em 23 pares cromossomos, sendo
que 22 pares sdo autossomicos e 1 par sexual (MALUF; RIEGEL, 2011). As variacdes nas
sequéncias do genoma sao as principais fontes de investigacdo cientifica quando se trata de
fendtipos comuns e patolégicos na tentativa de desvendar os mecanismos da origem e
desenvolvimento destas caracteristicas. As primeiras pesquisas foram o estudo da ploidia e
alteracdes cariotipicas observadas pela da microscopia 6ptica, seguido pelo dogma central da
biologia molecular até chegar aos modelos atuais mais complexos, envolvendo o estudo e

controle da expressdo génica e epigenética (LANDER, 2011).

Além das alteracdes cromossOmicas que podem ser numéricas ou estruturais, as
variacdes no genoma humano consistem em dois principais tipos: (1) variagdo de um tnico
nucleotideo, como substitui¢cdes e delecdes, e (2) as variagdes que afetam varios pares de
bases, como inser¢des, dele¢des e duplicagdes que resultam na variagdo do nimero de cépias
(CNV) (LUPSKI et al. 2011). No inicio das pesquisas em genética, apenas alteragdes na
forma e no numero cromossdmico puderam ser avaliados. A partir do desenvolvimento de
técnicas para identificagdo e caracterizacdo do caridtipo humano e variagdes na normalidade,
a base genética de alguns distirbios comecou a ser compreendida (MATTEVI; MIRANDA,

2011).
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O grupo de pesquisa liderado pelo cientista francés Jérdme Lejeune realizou as
primeiras descricoes das alragdes cromossOmicas mais importantes para a medicina,
caracterizando citogeneticamente a trissomia do cromossomo 21 como responsdvel pela
Sindrome de Down. O mesmo grupo, em 1963 descreveu a primeira sindrome herdada por
delecdo, denominada Sindrome de Cri-du-chat, envolvendo uma dele¢do terminal do braco
curto do cromossomo 5, que leva a monossomia parcial da regido deletada (LEJEUNE et al.

1959; LEJEUNE et al. 1963).

Na década de 1980, foi desenvolvida a aplicacdo da técnica de Hibridizacdo
Fluorescente in situ (FISH), que usa sondas de DNA com fluoréforo na extremidade 3’ para
hibridizar em sequéncia especifica do DNA (BAUMAN et al. 1980). O FISH representou um
importante avanco na deteccdo de rearranjos cromossOmicos que permite de forma mais
rdpida a confirmacdo laboratorial de sindromes causadas por microdelecdo ou
microduplicacdo. A aplicacdo do FISH permitiu também investigar as delecdes e duplicacoes
subteloméricas, que sdo responsaveis por 2,5 a 5% dos casos de deficiéncia intelectual que
eram incompreendidos anteriormente a aplicacdo da técnica de FISH (RAVNAN et al. 2006;
BALLIF et al. 2007).

A partir do aperfeicoamento de novas metodologias, foi possivel detectar variagdes na
estrutura do genoma, como forma de delecdes, duplicacOes, inversdes, insercoes e
translocacdes. As variagdes estruturais no genoma explicam grande parte da diversidade
gendmica entre os humanos. E importante também avaliar o impacto funcional destas classes
de variacdes utilizando mapas de variantes e conjuntos de referéncia de genétipos analisando

todo o genoma em diversas populagdes (CONRAD et al. 2010).

Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) sdo variacdes que ocorrem com
frequéncia aleatéria em pelo menos 1% da populacdo. Os SNPs sdo fontes de variagGes
importantes em todo o genoma. Porém, devido as CNVs serem maiores e envolver mais
material genético que os SNPs, naturalmente as CNVs, principalmente as de novo sdo mais
reportadas em eventos patogénicos. Devido a isto, as CNVs de novo estdao sendo causa de

debate cientifico nos ultimos anos (MA et al. 2017)

Conhecer a etiologia genética da deficiéncia intelectual e de outras doengas impacta
positivamente no aconselhamento genético das familias afetadas por essas alteracoes,

possibilitando orientacdo clinica e manejo adequados dos pacientes. O conhecimento da
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etiologia genética das doencas favorece a compreensdo dos mecanismos moleculares
fundamentais que, quando alterados, podem desencadear diferentes condi¢des, como a DI, e

adicionalmente, oferecem uma oportunidade para a terapia personalizada (NG et al. 2010).

2.3 Variacio no namero de cépia - CNV

As variacdes no nimero de copias (do inglés, copy number variations) sdo ganhos ou
perdas submicroscopicas > 50 Kb de segmentos de DNA ao longo do genoma (SUDMANT et
al. 2013). As CNVs mudam a diploidia do locus onde se encontram devido a presenca de
microdelegdes ou microduplicacdes (GIRIRAJAN et al. 2011). As CNVs sdo alvos de
diferentes estudos, pois modulam o fen6tipo humano contribuindo para singularidade de cada

individuo (ESCARAMIS et al. 2015).

A deteccdo e estudo das CNVs sdo importantes para a compreensao da diversidade
genética em relacdo a suscetibilidade a doencas, possibilitando a associagdo com
caracteristicas fenotipicas importantes para entender a etiologia € o0s mecanisSmos

patogenéticos da doenca (XU et al. 2011).

Em regides com CNVs de ganho, geralmente, o resultado sdo trés copias, diferente do
esperado que sdo duas cépias. E comum o genoma apresentar também regides que estejam
com mais de trés copias. Estudos de andlise de coortes de controle apresentaram que algumas
regides do genoma sdo tolerdveis as CNVs e que cada pessoa carrega muitas mudancas no

numero de copias que em sua maioria sdo benignas (SEBAT et al. 2004).

De acordo com o consenso proposto por Miller e et al. (2010), a classificacdo das
CNVs quanto a patogenicidade € dividida em quatro tipos: patogénica, potencialmente
patogénica, neutras e de significado clinico incerto. Para que a CNV seja classificada como
patogénica, ela deve envolver regides relacionadas com sindromes conhecidas, ou envolver
genes importantes da via do desenvolvimento e/ou funcionamento neural, além de ndo ser
encontrada em populagdes sauddveis e ndo ser herdada de pais sauddveis. As CNVs que sao
potencialmente patog€nicas se encontram em regides que envolvem genes importantes que
participam da via do desenvolvimento neural, porém a regido envolvida pela CNV ndo ha
associagdo com a DI. As CNVs potencialmente patogénicas ndo sdao herdadas de pais

sauddveis e ndo € encontrada em populagdes saudaveis (MILLER et al. 2010).
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As CNVs neutras sao herdadas de pais sauddveis e/ou ndo envolve genes e sao
encontradas em banco de dados de populagdes sauddveis. As CNVs de significado clinico
incerto estdo envolvendo genes que ndo fazem parte de via do desenvolvimento neural e nao

sao encontradas em populacdes saudaveis (MILLER et al. 2010).

As CNVs neutras sdo variagdes que ndo estdo associadas a nenhum quadro clinico,
podem ser encontradas também em grupos controles (1000 GENOMES PROJECT
CONSORTIUM, 2010), comumente estdo presentes em regidoes polimoérfica do genoma e sao
usadas em estudos evolutivos envolvendo genética de populacdes (SUDMANT et al. 2010;

CAMPBELL et al. 2011).

Frequentemente as CNVs sdo associadas a uma patologia quando englobam parte de
um gene, um gene inteiro, um segmento que abrange varios genes ou regides regulatdrias
podendo alterar a dosagem génica cansando sindromes de microdelecdo ou microduplicacao

com variaveis fendétipos no portador (HU et al. 2018).

7

A testagem dos genitores é importante para se detectar a patogenicidade da CNV
(PRATTE-SANTOS et al. 2016). As CNVs podem ser classificadas quanto a sua origem:
herdada ou de novo. Quando se € observado uma CNV no paciente € em um dos progenitores
(ou nos dois) no mesmo loci ¢ do mesmo tamanho a CNV ¢ classificado como herdada. As
CNVs de novo sdo formadas em células germinativas durante a divisdo pré-meidticas ou
meidticas, ou formadas em células pds-zigbticas. Nestas situagdes, as variacdes afetam apenas
células da crianca. A andlise dos genomas parentais, ndo revela a mesma CNV presente no

filho (MA et al. 2017).

O conhecimento cientifico na drea dos disturbios gendmicos, incluindo informacdes
sobre mecanismos de formacdo de CNVs, sensibilidade a dosagem, tracos comuns em
portadores, rearranjos complexos completa duas décadas (1998 — 2018). A compreensdo dos
efeitos das CNVs nos distirbios gendmicos contou essencialmente com o desenvolvimento e

aplicacdo das técnicas de andlise cromossdmica por microarranjos (HAREL; LUPSKI, 2017).

2.3.1 Mecanismo de formacio de CNVs

As CNVs formadas durante a geracdo das células germinativas sdo resultado de
mecanismos de recombina¢ao homologa, de erros na segregacdo cromossdmica, de replicacao
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e de reparo do DNA (MA et al. 2017). O estudo de fatores de risco genéticos e ambientais que
influenciam na formacdo de CNV € importante e necessdrio para a compreensdo dos
mecanismos mutacionais, mas ainda sdo pouco elucidadas. Apesar do conhecimento sobre o
papel dos inibidores de replicacdo na formacao das CNVs de novo, os diferentes efeitos dos

agentes mutagénicos na inducio da CNV ainda ndo sdao compreendidos (ARLT et al. 2014).

Estudos gendmicos de gémeos monozigdticos com transtornos neuropsiquidtricos
buscaram compreender a propor¢do de formacdo de CNVs de novo pos-zigética. Dois destes
estudos afirmaram ndo ter encontrado diferenca nas CNVs de novo em cada um dos pares,
sugerindo que a CNV de novo em gémeos monozigbticos tem chance limitadas de serem

formadas pré-zigoticamente (BLOOM et al. 2013; STAMOULI et al. 2018).

A compreensdo dos mecanismos de formacao de variantes estruturais no genoma foi
possivel a partir de abordagens de modulagdo utilizando organismos modelos (MA et al.
2017) e do uso de células humanas submetidas a estresses ambientais (COSTANTINO et al.
2014). Além da observacdo e avaliacdo direta das alteracdes gendmicas humanas e/ou
produtos finais de rearranjos que acarretam em doengas. O estudo de manifestacdo ou
transtorno gendmico permite que os eventos mutacionais sejam categorizados nos individuos

afetados da populacdo (CARVALHO; LUPSKI, 2016).

Durante o processo evolutivo, as células eucaridticas evoluiram mecanismos para
reparar diferentes formas de dano na molécula de DNA para conservar com fidelidade a
informacao genética durante as divisdes celulares. Os tipos de danos que a célula tenta reparar
sdo as quebras de dupla-fita (do inglés, double-strand break — DSB) que sdo muito
prejudiciais ao genoma pois podem resultar em insercdes, dele¢cdes ou translocacdes

cromossdmicas (PANNUNZIO et al. 2017).

O reparo das DSBs ¢ realizado pelo processo de recombinagdo de sequéncia do
cromossomo homdlogo, sendo usado a informacdo genética do cromossomo homdlogo para
reparar o erro da DSB. Outro mecanismo que pode reparar as DSBs € a jun¢do de extremidade
nao homologa, onde a maquinaria deste reparo protege e processa as extremidades quebradas
para subsequentemente uni-las (WATSON et al. 2015). Estes dois mecanismos de reparo, a
recombinacdo homdloga nado alélica (do inglés, Non-allelic homologous recombination -

NAHR) e a jun¢ao de extremidades nao homologas (do inglés, Non homologous End Joining
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- NHEJ), sao considerados os principais mecanismos de formagdo de rearranjos

cromossomicos como as CNVs (STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010; ARLT et al. 2011).

2.3.1.1 Recombinacao homéloga nao Alélica - NAHR

Os rearranjos recorrentes na populacdo, denominados desta forma por serem
rearranjos que compartilham tamanho comum, agrupam-se num ponto de interrup¢io e
recorrem em multiplos individuos, geralmente sdo formados por NAHR devido a presenca de
repeticoes de poucas cOpias (do inglés, Low Copy Repeats — LCRs) que circundam estas
regides de recombinacdo (SHAW; LUPSKI, 2004). As LCRs compde 4-5% do genoma
humano e possui comprimento entre 10 a 400 Kb, outra caracteristica das LCRs é possuir 95-
98% de similaridade entre si (SHAW; LUPSKI, 2004; STANKIEWICZ; LUPSKI, 2010). Os
achados na literatura que associam a presenga de LCR com rearranjos gendmicos
relacionados com doencas sdo explicados devido a presenca de grandes LCRs que flanqueiam
regides genOmicas importantes € que contribuem negativamente para a estabilidade do
genoma tornando esta regido mais propensa a rearranjos de DNA via NAHR (SHAW;

LUPSKI, 2004; CARVALHO; LUPSKI, 2016).

O reparo por recombinacdo homdloga normalmente inicia-se quando é reconhecida
uma quebra de cadeia dupla (DSB), conforme representado na Figura 1. Na regido de DSB
realiza-se clivagem na sequéncia de nucleotideos para gerar uma lacuna de DNA com
extremidade 3’ de fita simples (ssDNA) (figura 1-a). Apés o reconhecimento da regido
homdloga, o ssDNA invade a molécula do DNA homologo (figura 1-b). A fita invasora ird
parear com a fita complementar da outra molécula de DNA. A extremidade livre 3’ servirad
para iniciar a sintese de alongamento do DNA (Figura 1-d). O novo DNA sintetizado usando
a molécula homdloga como molde servird para restaurar as regides da molécula que foram

degradadas durante o processo de reparo (WATSON et al. 2015).
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Figura 1. Via de reparo de DSB através do processo de recombina¢do homéloga (Fonte: Adaptado de Watson et
al. 2015).

A regido de ssDNA € processada para localizar a sequéncia homdloga para ser usada
como modelo para o reparo. Se a sequéncia for de ssDNA, ele poderd usar o cromossomo
homoélogo ou a cromdtide irmd para o reparo de recombina¢do homodloga alélica (Allelic
homologous recombination - AHR) (HOANG et al. 2010). Devido ao alto grau de
similaridade entre as sequéncias ndo alélicas das LCRs o reparo poderd recombinar com
sequéncia de homologia ndo alélica, levando a NAHR e aumentando a chance de ocorrer um

rearranjo cromossdmico, conforme representado na Figura 2 (GU et al. 2008).
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Figura 2 — Representagdo esquemadtica de duplicagdes e delecdes reciprocas de recombinacdo homdloga nao
alélica. Os cromossomos e as cromdtides estdo representados de preto e as LCRs pelas setas amarelas. O
esquema a direta representa rearranjos entre cromossomos, ao centro intercromdtide e a esquerda rearranjo
intracromdtide (Fonte: Stankiewicz; Lupski 2002, com adaptag?o).

Estes rearranjos formados por NAHR muitas vezes sdo resultantes de recombinacdo
entre LCRs que estdo na mesma dire¢do ou invertidas. O maior comprimento das LCRs pode
aumentar a taxa de NAHR, em contrapartida, o aumento da distancia entre as LCRs pode
diminuir os eventos de NAHR (STANKIEWICZ; LUPSKI, 2002). Liu e et al. (2011)
observaram que o comprimento da LCR correlaciona com a frequéncia dos rearranjos em

linhagens de células germinativas masculinas consistentes com a recombinagdo ectdpica que

medeiam NAHR.

A formacdo dos tipos de rearranjos possiveis em um distirbio gendmico que sdo
delimitados por LCRs sao frequentemente observadas no loci de origem. Exemplo s@o o
NAHR entre LCR na mesma direcdo que gera duplicacdo ou delecdo (Figura 3-a) e LCRs
invertidas que geram segmentos invertidos como esquematizado na Figura 3-b

(CARVALHO; LUPSKI, 2016).
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Figura 3-a. Rearranjo cromossdmico resultante da recombinagdo entre LCRs na mesma dire¢do tendo como
resultado a dele¢do e a duplicacdo. De vermelho as LCRs e dentro de cada retdngulo uma sequéncia unica.
Figura 3-b. Rearranjo cromossomico resultante da recombinacdo entre LCRs invertidas tendo como resultado a
inversdo (Fonte: adaptado de Gu et al. 2008).

2.4. Analise cromossomica por microarranjo - CMA

Os diferentes padrdes de variacdo do genoma podem ajudar a identificar regides que
possuem associacdo com caracteristicas bioldgicas, as quais podem de alguma maneira atuar
nos eventos bioldgicos das populagdes (LANDER, 2011). Na tentativa de localizar e rastrear
as regides com CNVs, Kellioniemi et al. (1992) propuseram a técnica de hibridacdo gendmica
comparativa (do inglés, Comparative Genomic Hybridisation - CGH), que possui a
capacidade emitir diferentes intensidades de sinais de acordo com a quantidade de fragmento
de DNA teste hibridizado, esta intensidade é comparada com uma metafase referencial
(pessoa sauddvel) e concluindo a quantidade de nimero de copias nos loci. Segundo Schaaf e
colaboradores (2011), os primeiros relatos da aplicacdo do teste CGH em pacientes com
deficiéncia intelectual e md formacdo congénita foram realizados em 2004, detectando

delecdes e duplicacdes responsdveis pela condicdo dos pacientes.

Nos anos seguintes a técnica passou a ser chamada de aCGH ou CGH-array devido a
utilizacdo de grandes sondas de DNA obtidas através de clones de bactérias (BACs). As
sondas sdo aderidas em uma lamina de vidro de forma ordenada para o processo de
hibridizacdo (SOLINAS-TOLDO et al. 1997; PINKEL et al. 1998). Os trabalhos seguintes,
como por exemplo, de Pollack e colaboradores (1999) na tentativa de pesquisar linhagem de
células de tumores de cancer de mama, passaram a usar maior resolucdo através de sondas de
cDNAs que sdo menores e também abrangiam maior parte do genoma. A resolucdo da técnica
de aCGH aumenta de acordo com o encurtamento das sondas e a distancia genOmica entre
cada sonda de DNA (THEISEN, 2008; SUN et al. 2017).
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Com o ripido avan¢o do conhecimento do genoma as plataformas da Illumina e
Affymetrix criaram matrizes de genotipagem de SNP, sendo usada array de SNP ou associada
com marcadores ndo polimorficos, as CNVs (SCHAAF et al. 2011). A adicdo de SNP array
acrescentou vantagens para a técnica de CMA, permitindo investigar perda de
heterozigosidade, que quando dispersa por todo genoma pode indicar de relagdo consanguinea
ou dissomia uniparental (UPD) quando apresentada em um tnico cromossomo (HAREL;
LUPSKI, 2017). Além disso, os SNPs sdo usados em pesquisas para inferir a origem parental
de CNVs de novo observando marcadores polimérficos nos genitores e comparando com o

filho (MA et al. 2017).

Atualmente existem vdérias plataformas de matriz disponiveis para auxiliar o
pesquisador em diferentes investigacdes. Estas matrizes possuem diferenca na cobertura,
resolucdo e aplicagdo do genoma. A resolugdo do CMA depende do limite entre a distancia
das sondas na matriz. O aumento da resolucao na matriz contribui para um maior rendimento
do diagnéstico e também possibilita um maior nivel de deteccdo de CNVs benignas ou
variantes de significancia clinica desconhecida (VOUS). Portanto, a eficiéncia na pratica
clinica depende da escolha correta da plataforma da resolucdo da matriz que equilibra

sensibilidade e especificidade (BORLOT et al. 2017).

As limitac¢des apresentadas pela técnica de andlise cromossOmica por microarranjos —
matrizes de aCGH e de SNP array — incluem a incapacidade de detectar rearranjos
balanceados, translocacao Robertsoniana e inversdo, devido nao haver perda de segmento
gendmico nesses rearranjos (SOUTH et al. 2013). Além disso, o CMA ndo oferece
informacdo sobre a localizacdo e nem a orientacdo da inser¢do de sequéncia de copia no
genoma (HAREL; LUPSKI, 2017). Embora ndo haja perda e nem ganho de material genético
nos rearranjos balanceados, a detec¢do das translocacdes balanceadas é importante para o

aconselhamento genético devido serem um dos motivos de abortos recorrentes. Neste caso,

indica-se realizar a cariétipo (WOU et al. 2016).

7z

Outra limitacdo da técnica de CMA € a dificuldade de detectar baixo nivel
mosaicismo, que segundo o trabalho de Hoang et al. (2010) foi possivel detectar até 10%
usando uma matriz de aCGH, enquanto o cariétipo detecta 14% (contando 20 células) com
95% de grau de confianca (HOOK, 1977). A detec¢ao de VOUS através da metodologia de
CMA ¢ frequentemente criticada pela clinica devido provocar incerteza e trazer ansiedade

para os pais durante o aconselhamento genético (WOU et al. 2016).
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Apesar das limitacdes apresentadas pela técnica, o CMA se consagrou como uma
excelente metodologia de investigacdo genOmica, sendo indicado como teste de primeira
escolha para avaliacdo de CNV (MILLER et al. 2010). O uso de metodologias de
microarranjos tem contribuido ndo sé com a clinica, mas também com a histéria da

investigacao dos distirbios gendomicos (HAREL; LUPSKI, 2017).

As investigagdes genéticas desenvolvidas através da metodologia de CMA tém
auxiliado na compreensdo dos mecanismos de formacdo CNVs de novo. Neste cendrio,
pesquisadores buscam investigar e compreender a contribuicao de cada genitor para formacao

de novas mutagdes (MA et al. 2017).

A contribui¢do na transmiss@o de novas mutagdes da cada genitor para a prole é
diferenciada devido o processo da gametogénese masculina ser diferente da gametogénese
feminina. Acreditam que as fémeas contribuem mais com aneuploidias devido a ndo disjuncao
cromossOmica na meiose, pois as células germinativas femininas sdo fixadas desde a fase
embriondria até a adolescéncia. Os machos contribuem mais com mutagdes pontuais geradas
na fase pré-meidtica, devido a indmeros processos de replicacdo da molécula de DNA
(THOMAS et al. 2006). Portanto, pesquisas que visam estudar origem parental de mutacoes
de novo sdo importantes para compreender mecanismos de formacdo e fatores que

influenciam na formag¢do de novas mutacdes (HEHIR-KWA et al. 2011).
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar a origem parental dos cromossomos que apresentam CNVs de novo

patogénicas em pacientes com indicacao clinica da deficiéncia intelectual.
3.2 Objetivos especificos

e Realizar caridtipo de pacientes encaminhados com indica¢do clinica de deficiéncia
intelectual para a selecdo de pacientes sem alteracdo numérica e estrutural no cariétipo;

e Realizar a Andlise Cromossdémica por Microarranjo (CMA) nos pacientes que
apresentaram caridtipo sem alteracdo estrutural e numérica e que os pais aceitaram
participar e assinar o TCLE;

e C(lassificar e identificar as CNVs de novo patogénicas;

e Identificar a origem parental das CNVs de novo patogé€nicas e estimar a frequéncia das
CNVs de origem paterna e materna.

e Quantificar a ocorréncia de LCR flanqueando as CNVs.
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4 — MATERIAIS E METODOS

4.1 Grupo amostral

Os pacientes com indicag¢do clinica de deficiéncia intelectual foram encaminhados
pelos médicos assistentes para o Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da Escola de Ciéncias
Agrarias e Biologicas da PUC Goias/Laboratério de Citogenética Humana e Genética
Molecular (LaGene) do Laboratério de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros (LACEN GO)
da Secretaria Estadual de Satdde do Estado de Goids. O estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica e Pesquisa da PUC Goids sob o protocolo 1721/2011. Os responsaveis pelos pacientes
foram esclarecidos quanto ao estudo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (em anexo) Além disso, foram assinados os TCLEs dos bancos de dados
DECIPHER como parte de uma colaboragdao entre a Pontificia Universidade Catélica de
Goi14s/PUC Goids com este banco de dados criado para interpretacdo das variantes gendmicas

e informacdes citogenética e clinicas sobre doengas cromossOmicas raras.

Todos os pacientes que foram encaminhados do SUS para o NPR/LaGene, do ano de
2013 a 2015, com indicagdo clinica de deficiéncia intelectual realizaram o cariétipo com
banda GTG para selecdo de pacientes sem alteracdo numérica e estrutural no caridtipo. O

fluxograma da selec@o de pacientes para a pesquisa € representado na Figura 4.

Entre os anos de 2013-20135, foi encaminhado via Sistema Unico de Sadde (SUS) 527
pacientes para o Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goids/Laboratério de Citogenética
Humana e Genética Molecular (LaGene). Destes 527 pacientes, 290 (55%) foram
encaminhados com a indicagdo clinica de deficiéncia intelectual. Todos os 290 pacientes
fizeram caridtipo com bandeamento GTG, e 193/290 (66,5%) tiveram o diagndstico a partir
da cariotipagem. Os outros 97/290 (33,4%) pacientes ndo apresentaram alteracdes numéricas

e/ou estruturais no exame de cariétipo com bandeamento GTG.
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Indicag@o clinica de DI

290

Cariétipo sem alteracao Diagndstico a partir do
numérica e estrutural cariotipo

Aceitram participar da pesquisa ¢ Nio quiseram continuar com

assinaram o TCLE a investigagao

Pacientes com CNVs de
novo e patogénica

Outros achados

Excluidos da
pesquisa

Inclusos na pesquisa

Figura 4. Fluxograma apresentando a dinamica da sele¢do dos trios incluidos para o estudo da origem das CNV's
de novo patogénicas em pacientes com indicagao clinica de DI selecionados no periodo de 2013 a 2015.

4.2 Cariétipo por bandeamento GTG

Foram coletadas amostras de sangue periférico de 290 pacientes com DI usando
seringas heparinizadas. As amostras foram submetidas a cultura de linfécitos T, em curto
prazo, para a obtencdo de metdfases. Apds a cultura, a suspensdo de células foi gotejada sobre
vapor de banho-maria a 60°C, em laminas limpas e desengorduradas. O bandeamento GTG
com padrao de 550 bandas foi realizado nas laminas envelhecidas por sete dias e
posteriormente tratadas em solugdo de tripsina, diluida em tampao PBS e coradas em solucdo
4% de Giemsa, de acordo com protocolo modificado de Verma e Babu (1995). As metafases
foram capturadas usando microscopia de luz e analisadas com auxilio do software IKAROS®

(Metasystems Corporation, EUA).

4.3 Extracao e quantificaciao das amostras de DNA

O material biolégico dos 76 pacientes e seus respectivos pais, conservado em EDTA,
seguiu para processo de isolamento do DNA usando o kit de extragdo de DNA [llustra Blood
GenomicPrep® Mini Kit (GE Healthcare Life Sciences, EUA). O DNA extraido foi
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submetido 2 quantificacio (ng/uL) em um espectrofotdometro NanoVue® Plus (GE Healthcare
Life Sciences, EUA). Ambos os procedimentos foram executados de acordo com os

protocolos sugeridos pelos fabricantes.

4.4 Analise cromossomica por microarranjo

A anélise cromossdmica por microarranjo (CMA) foi conduzida em um GeneChip®
CytoScanHDTM (Affymetrix, Santa Clara, EUA), sendo uma matriz de genotipagem
abrangente para o genoma humano. A matriz de genotipagem deste chip apresenta ampla
cobertura do genoma e maior desempenho para a andlise de alteragdes cromossOmicas
humanas, sendo capaz de detectar variacdes genéticas estruturais. O GeneChip®
CytoScanHD™ apresenta sensibilidade de 99% na detecgdo de CNVs, ns determinagio de
perda de heterozigose (LOH) e baixos niveis de mosaicismo. A matriz do chip possui cerca de
2,6 milhdes de copias de marcadores, incluindo aproximadamente 750 mil SNPs e cerca de 2
milhdes de sondas ndo polimérficas. As sondas que integram o chip apresentavam tamanho de

25 pb e sdao redundantes.

4.5 Descri¢ao do método de CMA

A metodologia consiste em um ensaio composto por multiplas sondas de hibridizacdo
alelo-especificas que sdo complementares as regides de SNP presentes na fracdo reduzida do
genoma amplificado no ensaio. As sondas sdo constituidas de 25 oligonucleotideos, com o
SNP varidvel localizado no 13° nucleotideo. Elas sdo redundantes e espalhadas ao longo do
chip, para atenuar quaisquer efeitos da variacdo devido a localizacdo fisica na matriz. Cada

sonda tem uma localiza¢do fixa no arranjo do chip.

O procedimento se iniciou com uma digestdo do DNA amostral com uma enzima de
restricdo (Nspl) fornecida pelo fabricante. Este passo requeria aproximadamente 250 ng de
DNA. Em seguida, o DNA digerido foi ligado a adaptadores especificos e, posteriormente,
amplificados por PCR, com primers universais. O DNA amplificado e fragmentado por
digestdo enzimadtica foi marcado com biotina e hibridizado no CytoScanHD por 18 horas.
Ap6s a hibridizacdo, os chips foram digitalizados no GeneChip® Scanner 3.000 7G
(Affymetrix, Santa Clara, EUA). Ao final da digitaliza¢do, os sinais luminosos foram lidos e

capturados pelo software Array GeneChip® Command Console® (AGCC®, Affymetrix, EUA)
29



gerando arquivos CEL, e as andlises dos dados foram realizadas pelo software Chromosome
Analysis Suite® 2.0 (ChAS®, Affymetrix, EUA). Os arquivos CEL obtidos pelo escaneamento
dos chips foram usados para estabelecer os gen6tipos dos SNPs contidos nas CNVs. As duas
principais métricas de controle de qualidade do GeneChip® CytoScanHD™ array foram
Median Absolute Pairwise Difference (MAPD) e SNP-QC, escores que se aplicam para
marcadores de numero de copias e SNP, respectivamente. Para a avaliacio das CNVs e
liberacdo do resultado de diagndstico foram usados os parametros de MAPD <0.25 e de SNP-

QC >15. Para andlise da origem da CNV foi usado o parametro do SNP-QC >15.

4.6 Tratamento e analise dos dados obtidos na genotipagem dos SNPs

A andlise dos resultados foi executada no software ChAS®, que possibilitou investigar
alteracdes estruturais ao longo do genoma, em fun¢do das como variacdes no nimero de
copias (CNV), € identificadas como ganhos e perdas de segmentos de DNA gendmico
presentes nas amostras estudadas de modo comparativo, facilitando as interpretacdes dos
resultados. Foram fixados como filtros de diagndstico: 50 marcadores para ganho e 25
marcadores para perda, distribuidos com uma média de distancia entre os marcadores de

<2.000 kb, limitando-se a fragmentos de tamanho >100kb.

4.7 Analise das CNVs

Os seguintes critérios de selecdo das CNVs foram utilizados:

- Foram incluidas nas andlises CNVs que ndo apareceram nos bancos de dados de
populacdo sauddvel do CytoscanHD (Affymetrix, EUA) e do DGV (The Database of
Genomic Variants).

- As CNVs foram classificadas, de acordo com o consenso de Miller et al. (2010) e
Kearney et al. (2011), em: 1. Patogénicas — CNVs que se sobrepde a regides envolvidas em
sindromes conhecidas, ou envolve genes importantes das vias do desenvolvimento neural, ndo
ocorre em populacdes sauddveis, ndo é herdado de pais sauddveis; 2. Provavelmente
Patogénicas - CNVs que ndo apresentam associacdo conhecida com a DI, mas envolvem
genes que participam de vias do desenvolvimento neural sendo ou ndo herdada de pais

sauddveis; ndo ocorre em populagdes sauddveis; 3. Significado Clinico Incerto — CNVs que
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nao apresentam genes envolvidos em vias do desenvolvimento neural, mas sao CNVs que nao
foram reportadas em populagdes saudaveis, e que estdo em regides relacionadas com DI.
- As CNVs foram selecionadas de acordo com a origem em de novo ou herdadas.

- Para a andlise da origem parental foram selecionadas as CNVs patogénicas de novo.

4.8 Analise da origem através da taxa de erro mendeliano

Para cada cromossomo que continha CNV de novo foram analisados erros no padrdao
de heranca mendeliana por meio da andlise de trio (filho-mae-pai). Esta investigacdo consiste
na detec¢do da taxa de erro mendeliano mediante comparagdo entre filho-mae, filho-pai e
entre o trio. Caso o cromossomo do filho ndo apresente um padrdo de heranca mendeliano
esperado em comparagdo com o cromossomo de um dos genitores, significa que o filho nao
herdou o cromossomo daquele genitor e se neste cromossomo estiver presente um rearranjo, a

origem deste rearranjo € do genitor que ndo apresentou o erro mendeliano.

Para obter a informagao da origem parental da regido do rearranjo, foi utilizada a
ferramenta Graphs Table, presente no software ChAS®, que usa os marcadores de SNP para
construir os genotipos do filho, da mae e do pai. Nesta ferramenta, os marcadores de SNP sdo
representados pelo alelo A e alelo B, que simboliza duas possibilidades diferentes para cada

marcador de SNP, sendo uma cdpia originada da méae e a outra do pai.

A andlise da origem parental do cromossomo que apresenta a CNV de novo foi
realizada utilizando a coordenada da regido da CNV. Esta andlise foi feita através da
quantificacdo da taxa de erro mendeliano parental, onde o cromossomo parental que teve

maior quantidade de erro nao foi o cromossomo que originou a CNV de novo.

4.9 Analise de LCRs

A investigacdo da presenga de LCRs circundantes as CNVs foi realizada através do
banco de dados da Genome Browser da University of California Santa Cruz - UCSC
(http://www.genome.ucsc.edu). Para definir as regides flanqueadoras foi utilizado o nimero
do cromossomo e a coordenada da CNV. Apés a localizacdo da regido da CNV foi usado um

aumento de 3 vezes do tamanho da CNV, sendo consideradas as LCRs com similaridade >
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90% de suas sequéncias de nucleotideos. Em seguida, utilizamos a plataforma Galaxy
(http://usegalaxy.org) para gerar uma tabela com todas as LCRs observadas que flaqueavam
cada CNV. Apos gerar os dados de LCRs no Galaxy, foram selecionadas as LCRs que tinham

a maior porcentagem de similaridade e a mesma dire¢ao.
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5 _RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s ter aplicado a técnica de caridtipo, 97 pacientes ndo apresentaram alteracdes
numéricas e estruturais no caridtipo. Os pacientes, juntamente com seus pais e/ou
responsaveis, foram convidados a participar desta pesquisa, e foram esclarecidos quanto a
metodologia utilizada. Do total de convites, 76/97 (78,3%) trios aceitaram participar da
avaliagdo citogendmica pelo teste CMA e assinaram o TCLE. Apods a realizagdo do teste
CMA, foram detectadas CNVs de novo patogénicas em 17,1% (13/76) dos pacientes com DI
que possuem caridtipo sem alteracdo. A taxa de diagndstico da nossa andlise estd de acordo
com o reportado na literatura que compreende 15-20% de diagndstico em individuos com DI

(MILLER et al. 2010; BORLOT et al. 2017; NOWAKOWSKA, 2017).

Para a andlise da origem parental foram selecionados 13 trios cuja deteccio do CMA
foi positiva para CNVs de novo patogénicas. Entretanto, apenas 12 trios foram incluidos para
a andlise da origem parental das CNVs. A exclusd@o de um dos trios foi devida os dados de
marcadores de origem paterna e materna terem sido iguais, portanto nio foi possivel inferir a

origem parental da CNV.

Os 12 probandos tinham a faixa etéria entre 1 a 22 anos de idade, sendo que a média
de idade foi de 10,2 anos. Entre estes pacientes, 8/12 (66,7%) sdo do sexo feminino e 4/12
(33,3%) do sexo masculino. Os médicos assistentes destes pacientes relataram outros sinais
fenotipicos clinicamente observados além da deficiéncia intelectual, que incluiram atraso no
desenvolvimento global, baixa estatura, microcefalia, multiplos estigmas, alteracdo no
eletroencefalograma, anomalias congénitas multiplas e desordem do comportamento. A idade
dos pais no momento da concepcdo foi heterogénea. As maes tinham entre 15 a 37 anos,
tendo a média de idade de 27,7 anos. Os pais tinham entre 19 a 49 anos de idade,

apresentando uma média superior a das maes, sendo de 32,2 anos de idade.

Pela CMA, foram detectadas 15 CNVs de novo patogénicas, em 12 pacientes, sendo
que 10/15 foram CNVs de perda (66,7%) e 5/15 foram CNVs de ganho (33,3%). As CNVs de
novo apresentaram tamanho bastante variado. A média de tamanho das CNVs de perda foi de
5 Mb, sendo que a maior CNV de perda apresentou 15,39 Mb e a menor 0,51 Mb. A média de
tamanho das CNVs de ganho foi 18,9 Mb, sendo que a maior foi de 59,51 Mb e a menor foi
de 1,43 Mb. A Figura 5 representa a distribuicdo das CNVs de ganho e perda em funcdo do

tamanho.
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M Ganho / Menor que 5Mb

B Ganho / maior que 5Mb
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Perda / Maior que 5Mb

Figura 5. Percentual das CNVs de perda (vermelho) e ganho (azul) distribuidas pelo tamanho do segmento
envolvido no rearranjo, menor ou maior que 5 Mb, observadas em pacientes com deficiéncia intelectual.

No presente estudo, foi observado uma frequéncia maior de perda gendmica associada
a CNVs de novo patogénicas, sendo 67% de CNVs de perda e 33% de perda, corroborando
com outros estudos que também analisaram pacientes com DI. No estudo de Ma et al. (2017)
foi detectado 79,3% de CNVs de perda e 38,7 CNVs de ganho. O trabalho de Boggula et al.
(2016) reportou que 92,8% das CNVs patogénicas sao de perda e 7,1% sdo de ganho.
Adicionalmente, Tao et al. (2014) identificaram 65,9% de CNVs de perda e 34,1% de ganho.
Estes achados podem ser explicados devido as CNVs de perda serem geralmente mais
patogénicas que as CNVs de ganho, e como o estudo foi realizado em pacientes com DI, um
fenétipo relacionado com desordem gendmica, espera-se um maior nimero de CNV de perda

(LEE et al. 2007; PRATTER-SANTOS et al., 2016).

A variacao no tamanho das CNVs observadas no presente estudo estd de acordo com a
varia¢do reportada em outros trabalhos (TAO et al. 2014; MA et al. 2017). Algumas regides
do genoma suportam CNVs maiores e outras sdo mais sensiveis a variagdo no tamanho.
Normalmente, quanto maior uma CNV, mais genes ela ird envolver, sendo assim, as CNVs
maiores tem o potencial patogénico aumentado quando comparado as CNVs menores. No
entanto deve-se observar a regido na qual as CNVs se encontram. Portanto, se avaliar a
presenca de genes sensiveis a dosagem e genes importantes para o desenvolvimento
neurolégico na CNV. Normalmente, as pequenas CNVs patogénicas de perda incluem alguns

genes haploinsuficientes (LEE et al. 2007). Apesar do nimero de CNVs de ganho ter sido
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menor, a média do tamanho das CNVs de ganho (18,9 Mb) foi superior em relacio a CNV de
perda (5 Mb) no presente estudo.

As CNVs de novo patogénicas detectadas nos pacientes foram apresentadas de forma
esquematica no idiograma da Figura 6, destacando-se o tipo da CNV e sua localizagdo
cromossomica. As CNVs reportadas neste estudo estdo presentes em dez cromossomos
(cromossomos 1, 4, 6, 7,9, 13, 17, 18, 22 e X), sendo que trés cromossomos apresentaram

duas CNVs (cromossomos 1, 4 e X) e o cromossomo 17 apresentou trés CNVs.
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Figura 6. Representacdo esquemadtica do idiograma humano representado as CNVs de novo patogénicas
identificadas pelo presente estudo. As faixas em vermelho ao lado dos cromossomos representam as CNVs de
perda e as faixas em azul representam as CNVs de ganho. Em relag@o ao tamanho das CNVs: a primeira CNV
1p31.3p31.1 é de perda e tem 10.89 Mb, a CNV de perda no 1p32.3 tem 1,59 Mb; a CNV no 4p16.3 possui 3,86
Mb e a CNV no 4p16.3p16.2 possui 1,55 Mb; a CNV de perda no 6q26q27 possui 8,2 Mb; a CNV no 7q11.23
possui 1,43Mb; a CNV no 9p24.3p24.2 possui 4.21 Mb; a CNV no 13q32.3q34 possui 15,39Mb; a CNV no
17g21.31 possui 0,56 Mb (primeira), a segunda CNV no 17q21.31 possui 0,51 Mb e a terceira CNV no 17p11.2
possui 3,68Mb; a CNV de ganho no 18q11.1q23 é uma trissomia parcial, com 59,41Mb; a CNV de perda no
22q11.21 possui 2,88 Mb; a primeira CNV no cromossomo Xq27.3q28 é de perda e possui 4,18Mb e a segunda
no Xp22.33p21.3 é de ganho 25,72Mb.
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No estudo de Tao et al. (2014), que estudaram também pacientes com DI, foi
detectado uma grande variagdo no tamanho das CNVs, sendo que as duas das maiores CNV's
foram de ganho, sendo uma de 31,6 Mb localizada em 18q12.1g22.1 e a outra de 83,9 Mb em
Xq13.1g28. E ainda CNV relataram uma grande de perda no 39,1 Mb em Xp22.33—p11.4. No
nosso estudo, também foram encontradas duas CNVs grandes de ganho nos mesmos
cromossomos envolvendo a mesmas regides. Por outro lado, a maior CNV de perda
observada no presente estudo foi de 15,39 Mb e, 13q32.3q34. A trissomia € monossomia
completa do cromossomo X normalmente sdo compativeis com a vida em humanos. Estas
variacdes no cromossomo X podem ser toleradas devido aos processos de ativagdo e
inativacdo de genes proprios deste cromossomo. No entanto, dependendo dos pontos de
quebras associados as CNVs de perda e ganho no cromossomo X também podem ser objetos
de mecanismos patogenéticos que incluem os efeitos de dosagem génica, de dano direto, de

imprinting ou de posicdo subjacentes observadas nas situacdes de imbalango gendmico.

Ja é bem esclarecido que as CNVs de novo sdo transmitidas pelos gametas dos pais e a
formacdo destas CNVs ocorre no processo de gametogénese, sendo produtos de reparo de
DNA, erro de replicacdo, recombinacdo homoéloga e erros de segregacdo cromossdmica.
Portanto, a instabilidade gen6mica do tecido germinativo € essencial para a aptiddo da
reproducdo e o desenvolvimento saudédvel da prole. Apesar desta informacao ser clara, ainda
pouco se sabe e poucos estudos correlacionam a formacao das CNVs de novo com a origem

parental (MA et al. 2017).

Os processos mutacionais € a contribui¢do dos genitores é uma importante area para o
estudo da formacdo de novas variacoes no genoma. E os individuos do sexo masculino
contribuem para a variagdo gendmica da sua prole, na maior, parte com mutacdes pontuais
devido as indmeras replicagdes do material genético para as divisdes celulares pré-meioticas
que sao realizadas pelas espermatogonias. Este contexto € diferente nas mulheres nas quais as
células germinativas ainda no periodo intrauterino do concepto feminino inicia o ciclo
meiodtico e o interrompem no final da meiose I. O reinicio deste ciclo meidtico acontece na
puberdade e conclui com a fecundacdo/fertilizacdo. Neste caso, postula-se que as maes
contribuem mais que os pais para as taxas de aneuploidias devido a ndo disjuncio
cromossOmica dos cromossomos homodlogos durante a primeira divisdo meidtica, tendo um
aumento na frequéncia de erros de segregacdo cromossomica com o avancar da idade (1000

GENOMES PROJECT CONSORTIUM, 2010).
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Apesar de haver poucos estudos investigando a origem parental das CNVs de novo, a
tentativa de desvendar a contribuicdo dos pais para os rearranjos iniciou a muitos anos,
quando passou a se investigar citogeneticamente a origem parental dos cromossomos com
anomalias estruturais ndo balanceadas. Um dos estudos pioneiros na busca da origem parental
das CNVs de novo foi publicado em 1980 por Charmberlin e Mageni, que analisaram 19
pacientes com rearranjos citogenéticos estruturais de novo. Usando diferentes coloracdes com
bandeamento para detectar heteromorfismos nos cromossomos como marcador hereditario,
foi possivel inferir a origem parental dos 19 rearranjos. Os autores reportaram que dos 19
rearranjos, 9 ndo eram translocagdes Robertsonianas. Destes 9 rearranjos, 8 eram de origem

paterna.

Andlise de citogenética bandeamento G de alta resolugdo (600-700 bandas) e a FISH
permitiram que Thomas et al. (2006) reportassem a origem parental de 39 delecOes terminais
e 35 delecdes intersticiais. Desses 74 rearranjos, 84% eram de origem paterna. Nesse mesmo
estudo, foi analisado também 12 duplica¢des, sendo que 7/12 (58%) eram de origem paterna e

5/12 (42%) de origem materna.

No presente estudo, usando a metodologia de CMA, detectou-se a origem parental das
15 CNVs de novo patogénicas. Em 10 das CNVs de novo patogénicas de perda, 7/10 sdo de
origem materna (70%) e 3/10 sdao de origem paterna (30%). Na andlise das CNVs de novo
patogénicas de ganho, 3/5 sdo de origem paterna (60%) e 2/5 (40%) s@o de origem materna.
A distribuicdo das CNVs quanto ao seu tamanho e a origem parental estd representada na

Figura 7-a e 7-b.
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Figura 7-a e 7-b. Representac@o da origem parental das CNVs de perda e de ganho em relacdo ao tamanho em
Mb. No eixo X € representado a regido cromossdmica de cada CNV e no eixo Y o tamanho do segmento da
CNV em Mb. Cada coluna é uma CNV. As colunas em azul representam que a origem parental da CNV ¢
paterna e as colunas em vermelho representam que a origem parental da CNV € materna.
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Hehir-Kwa et al. (2011) fizeram a anélise da origem parental de 118 CNVs de novo
usando a metodologia de CMA com uma matriz de SNP de 250 K (Affymetrix, Santa Clara,
Califérnia, EUA). O estudo apresentou 76,3% das CNVs de origem paterna (90/118)
enquanto as de origem materna representaram 23,7% (28/118). Naqueles estudos, além de
detectar que as CNVs de novo eram em sua maioria de origem paterna, foi detectado também
o incremento de CNV com o aumento da idade dos pais. Estes dados ndo corroboram com os
achados do nosso estudo que demonstrou que 60% das CNVs de novo patogénicas foram de
origem materna. E importante ressaltar que o tamanho amostral do presente estudo possa

contribuir randomicamente para este efeito, que corresponde apenas a um viés amostral.

No estudo de Delio et al. (2013) foi analisado a origem parental de 389 individuos
com perda no 22qll, condizente com a sindrome de Velocardiofacial e DiGeorge. Neste
estudo eles detectaram que em 219 individuos (56%) a origem parental da CNV € materna e
em 170 a origem € paterna. O viés da origem da CNV de perda na regido 22ql1 foi
estatisticamente significativa (p=0,0151). Ao combinar com estudos anteriores, eles
observaram que 465 (57%) tinham origem materna e 345 (43%) tinham origem paterna. No

nosso estudo, a CNV de perda no 22q11.21 também teve a origem parental materna.

Hehir-Kwa et al. (2011) afirmaram que além da contribuicdo de mutagdes pontuais, as
CNVs de novo em DI sdo de grande parte de origem paterna, além também de rearranjos
cromossOmicos visiveis a microscopia (THOMAS et al. 2006). Charmberlin e Magenis
(1980), com dados que também corroboram com estes achados, ainda em 1980, afirmaram
que o estilo de vida dos genitores deve ser investigado, devido estes rearranjos
cromossOdmicos serem formados por ruptura e jungdo, assim, agentes que provocam quebras
na molécula de DNA, como produtos quimicos e radiacdo, deve ser investigado quanto a

formacdo de novos rearranjos.

Os pais dos pacientes avaliados no presente estudo tinham idades muito heterogéneas,
portanto, ndo conseguimos associar os achados da origem cromossdmica das CNVs com a
idade parental. Na Tabela 1 reunimos as informagdes gerais das idades dos pacientes, a idade
parental no momento da concepg¢do e as caracteristicas clinicas. Na mesma tabela encontram
também informagdes moleculares sobre a CNV: tamanho, nimero de marcadores, os genes
morbidos envolvidos pela CNV e a origem parental da CNV. Neste estudo com 12 trios, trés

casais possuem a mesma idade (casos 023, 036 e 042). Nos casos 013, 026 e 033, os
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genitores responsdveis pela transmissdo da CNV sao mais velhos que suas parceiras, que

curiosamente, nos trés casos a origem parental € paterna.
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Foi realizada andlise da presenca de LCRs circundantes (= 90% de similaridade) as
CNVs de novo através do Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/) para inferir possivel
mecanismo responsavel pela formacao das CNVs. As LCRs foram encontradas flanqueando 7

CNVs (46,7%), no presente estudo (Tabela 2).

Tabela 2. Andlise da presenca de LCRs flanqueando as CNVs.

T(llgo Casos Ezngg}\l;) Coordenada da CNV Origem Similaridade Orientagdo
CNV (Mb) GRCh37/hgl9 da CNV das LCRs (%) das LCRs

002 3,68 chr17:16.769.800-20.446.820 Paterna 98.8 +
Ganho 007 25,72 chrX:168.546-25.887.307 Materna 100,0 +

013 1,43 chr7:72.718.277-74.147.166 Paterna 99,8 -

011 10,89 1p31.3p31.1(68.693.129-79.580.916)  Materna 91,3 +

036 2,88 22q11.21(18.916.842-21.800797) Materna 98,2 -
Perda

043 0,56 17q21.31(43.648.662-44.212.416) Materna 98,3 -

063 0,51 17q21.31(43.703.801-44.212.416) Materna 98.3 -

No estudo de Ma et al. (2017), a anélise da presenca de LCRs flanqueando as CNVs
estudadas detectou 57/87 CNVs recorrentes (65,5%), uma porcentagem superior ao que
encontramos. Em contrapartida, o estudo de Hehir-Kwa et al. (2011) identificou que das 118
CNVs identificadas 25 delas estavam circundadas por LCRs, representando 21,2%, valor
inferior ao observado no presente estudo. Por meio da andlise da presenca de LCRs
circundantes as CNVs pode-se afirmar que 46,7% das CNVs deste estudo sdo CNVs
recorrentes € sdo formadas mediante o processo de NAHR, sendo um dos primeiros

mecanismos identificados como responsdveis pela formagdo de desordens gendOmicas

(LUPSKI, 1998; STANKIEWICZ; LUPSKI, 2002).

As CNVs que ndo estavam circundadas por LCR com similaridade maior que 90%

representaram 53% do total de CNVs estudadas (8/15). E provavel que estas CNVs ndo
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recorrentes foram formadas por mecanismos diferentes de NAHR, que ndo necessitam das
sequéncias de LCRs, como o mecanismo de NHEJ e os mecanismos baseados em replicacao
(RBMs) destacando-se a replicagdo induzida por ruptura mediada por microhomologia

(MMBIR) e Parada da forquilha de replicacdo e mudanca de molde de DNA (FoSTeS).

Os achados do trabalho de Hehir-Kwa et al. (2011) sugerem que as CNVs de origem
paterna geralmente ndo sdo recorrentes, sendo geradas por mecanismos como NHEJ e RBMs,
e além dessas CNVs serem raras, elas estdo espalhadas por todo o genoma. Esse dado
corrobora com o que foi observado no presente estudo, onde do total de 6 CNVs paternas
observadas 4 delas sdo CNVs ndo recorrentes, representando 66,7% das CNVs paternas
identificadas. Isto explicaria que a maioria das CNVs de origem parental paterna sdo
formadas no processo de replicacdo do DNA, que ocorre frequentemente nas espermatogonias

que realizam indmeras divisao mitéticas para aumentar a produ¢do de gametas.

Segundo Carvalho e Lupski (2016), as trés principais caracteristicas de LCR que
contribuem positivamente para a instabilidade gendomica favorecendo o processo de NAHR é:
(1) LCRs maior que 10 Kb, consideradas LCRs grandes, (2) posicdo a uma distancia
aproximada de 10 Mb e (3) similaridade de sequéncia de 97%. Neste atual estudo foi
analisada a similaridade da sequéncia das LCRs circundantes, 6/7 CNVs (85,7%) possuem

LCRs circundantes com similaridade das sequéncias maiores que 98%.

Em geral as doengas do desenvolvimento neurolégico, em especial a DI, muitas vezes
estdo correlacionadas com CNVs recorrentes raras de pontos especificos do cromossomo,
sendo que muitas dessas CNVs possuem penetrancia incompleta e a expressividade
influenciada por outros fatores genéticos e ambientais (TORRES et al. 2016; CARVALHO;
LUPSKI, 2016). Diferentemente do que ja foi observado em outros estudos, o presente
estudo identificou que dentre as 15 CNVs patogénicas de novo a maioria € de origem materna
e foi observado também um maior conjunto de CNVs ndo recorrentes. Em contrapartida, a
maioria das CNVs ndo recorrentes foram de origem paterna. Portanto, diante do que foi
identificado estudos de origem cromossdmica das variantes estruturais e seus mecanismos de
formacdo devem ser ampliados e sdo importantes para a compreensdo do papel dos eventos
nao relacionados ao NAHR, ou seja, ndo dependentes da presenca de LCRs, na geracdo de

CNVs de novo na DI
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7 - CONCLUSAO

Nosso estudo investigou a origem parental das CNVs de novo patogénicas para
compreender a contribuicdo de cada genitor para formacdo de novas CNVs de interesse

clinico. Ao término do estudo podemos concluir que:

e No chort de pacientes para as quais foi feito a CMA, 17,1% apresentaram CNVs de novo
patogénicas. Entre as CNVs de novo patogénicas detectadas, 66,7% foram de perda e
33,3% sdo de ganho, demonstrando que as CNVs de perdas tendem a ser mais patogénicas
e mais presentes em estudos com pacientes com DI.

e O incremento do diagnéstico genético da DI com o uso da metodologia de CMA observado
no presente estudo, foi de 4,5%.

e No presente estudo, a origem parental de 60% das CNVs foi materna e 40% e paterna. Ao
analisar as CN'Vs de perda, 70% delas eram de origem materna e 30% de origem paterna. E
as CNVs de ganho, 60% sao de origem paterna e 40% sdo de origem materna.

e Com andlise da presenca de LCRs circundando as CNVs, detectamos que 46,7% das CNVs
de novo patogénicas sdo recorrentes € o mecanismo de formacgdo foi NAHR. Sendo que

71,4% das CNVs recorrentes sao de origem materna.
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9 — ANEXOS
9.1 Anexo 1
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Dados da Identificacao

Titulo do Projeto: Investigacao das Causas Genéticas e Genomicas do Retardo Mental

Autossomico

Pesquisador Responsavel: Dr. Aparecido Divino da Cruz

Nome (sujeito da pesquisa): ,

RGn° , Nacionalidade , Idade ,

Endereco ,

Neste ato representado por mim:

Nome dos representantes legais:

Pai Nacionalidade
, Idade , Estado Civil ,
Profissao , Endereco
Mae Nacionalidade
, Idade , Estado Civil
, Profissao , Endereco

Estd sendo convidado(a) a participar de um estudo intitulado: Investigacdo das Causas
Genéticas e Gendmicas do Retardo Mental Autossomico cujos objetivos e justificativas sdo:
propor a investigacdo genética do paciente com indicagdo clinica de retardo mental, visto que
o diagndstico de um paciente com essa sindrome estabelece uma oportunidade valiosa de
fazer estudos na familia, identificando outros afetados e portadores, e de realizar um

aconselhamento genético eficiente permitindo a prevencdo de novos casos, possibilitando
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assim, um tratamento especifico, diminuindo o impacto econdmico, social e pessoal que esta

sindrome acarreta.

Os critérios de inclusdo sdo: pacientes encaminhados ao Nucleo de Pesquisas Replicon
e LaGene com indicacdo clinica de retardo mental, acompanhados dos pais biolégicos que

concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

Os critérios de exclusdo sdo: individuos maiores de 18 anos, com indicacdo clinica de
retardo mental, que ndo concordarem em assinar o termo de consentimento livre e esclarecido,
ou menores, cujos pais bioldgicos ndo aceitarem a participagdo do(a) filho(a) neste estudo, ou
que nao assinarem o TCLE, ou ainda, pacientes que apresentarem outras doengas genéticas ja

diagnosticadas.

A minha participagdo no referido estudo serd no sentido de permitir a doagdo
voluntaria de uma amostra de sangue de meu(minha) filho(a) biologico(a) para colaborar com
o diagnéstico do retardo mental, juntamente com uma amostra, doada voluntariamente, de
meu sangue para comparacdo com a finalidade de determinar causas genéticas e sua

hereditariedade.

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

evitando assim possiveis riscos.

Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessarios sobre os possiveis desconfortos
e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é uma pesquisa, € os resultados
positivos ou negativos somente serdo obtidos apds a sua realizacdo. Durante a coleta do
sangue, voce poderd sentir uma dor leve a moderado, em decorréncia da aplicacdo da agulha.
Podem, também, ocorrer a formacdo de hematomas que ndo sdo comuns, € caso isso ocorra,
vocé serd imediatamente encaminhado(a) ao Servico Médico da Pontificia Universidade

Catélica de Goias (PUC-GO).

Estou ciente de que a minha privacidade serd respeitada, ou seja, meu nome ou
qualquer outro dado, ou elemento, que possa, de qualquer forma, me identificar, serd mantido

em sigilo. Também fui informado de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar
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meu consentimento a qualquer momento, sem precisar justificar, e de, por desejar sair da

pesquisa, ndo sofrerei qualquer prejuizo a assisténcia que venho recebendo.

O pesquisador responsavel, envolvido com o referido projeto é: Aparecido Divino da

Cruz, e com ele poderei manter contato pelos telefones: (62)3946-1443/3946-1086.

E assegurada a minha assisténcia durante toda pesquisa, bem como me € garantido o
livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas
consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da minha

participacao.

Tenho sido orientado ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e
0 objetivo do ja referido estudo, autorizo a participacdo de (nome do sujeito da pesquisa)

na referida pesquisa, e

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

nenhum valor econdmico, a receber ou pagar.

No entanto, caso eu tenha qualquer despesa decorrente da participagdo na pesquisa,
havera ressarcimento na forma de dinheiro em espécie. De igual maneira, caso ocorra algum
dano decorrente da minha participacdao no estudo, serei devidamente indenizado, conforme

determina a lei.

Goiania, de de201__.

(nome e assinatura do Pai)

(nome e assinatura da Mae)

Pesquisador Dr. Aparecido Divino da Cruz

52



9.2 Anexo 2

DECIPHER

DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources

Banco de Dados de Desequilibrio Cromossdmico e Fenétipo em seres Humanos
utilizando o Ensembl Uma iniciativa de colaboragdo para atribuir fenétipos a locos no
mapa gendomico humano

O banco de dados DECIPHER de desequilibrio cromossdmico submicroscépico recolhe informacdes
clinicas sobre microdele¢des cromossdmicas/ duplicacdes e inversdes e exibe esta informagio no
mapa do genoma humano, com os seguintes objetivos:

e  Aumentar o conhecimento médico e cientifico sobre microdele¢ées cromossdmicas/
duplicacbes e inversoes.

. Melhorar a assisténcia médica e aconselhamento genético para os individuos/familias com
desequilibrio cromossémico submicroscopico.

*  Facilitar a investigacdo sobre o estudo de genes que afetam a saude e o desenvolvimento
humano.

Informacdes adicionais sobre o banco de dados DECIPHER de microdele¢es/duplicacbes/ inversées
cromossOmicas estdo disponiveis na Internet em: http://decipher.sanger.ac.uk.

Termo de Consentimento

Eu dou permissdo no meu nome/ no nome do meu filho(a)

NASCIdO(a) €M .oovveeveeeereericreeeceee et e para o Dr. Prof. APARECIDO DIVINO DA CRUZ do NUCLEO
DE PESQUISAS REPLICON E LABORATORIO DE CITOGENETICA HUMANA E GENETICA MOLECULAR —

LAGENE, RUA 235, n240, Area 4, Bloco L, Setor Universitario, Goidnia — GO, para enviar:

*  Dados clinicos andnimos sobre mim/ meu filho(a) para o banco de dados DECIPHER:
SIM/ NAO

(por favor, circule sua opgdo) O Fotografias minhas/ do meu filho(a) para o banco de dados
DECIPHER (opcional): SIM/ NAO (por favor, circule sua op¢3o)
*  Euliofolheto explicativo “Bem-vindo ao banco de dados DECIPHER - Informagao para as
familias”:

SIM/ NAO

(por favor, circule sua opgao)
Eu entendo que:
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o Meu nome/ o nome do meu filho(a) ndo serd publicado. o O material sera colocado no site
DECIPHER em http://decipher.sanger.ac.uk.O site serd visualizado e usado por médicos
(principalmente os geneticistas clinicos) e cientistas (principalmente citogeneticistas e
biélogos moleculares).

o O site DECIPHER pode ser acessado por médicos e cientistas que trabalham em paises fora da
Unido Europeia, por exemplo EUA, Canada e Austrdlia. A legislacao de protecao de dados é
uniforme em toda a Unido Europeia, mas pode variar em paises ndo pertencentes a UE.

o Dados resumidos e totalmente an6nimos depositados no DECIPHER poderao ser visualizados
através de navegadores gendmicos disponiveis publicamente na internet e serdo acessiveis a
outros paises.

o Os organizadores do DECIPHER ndao podem aceitar qualquer responsabilidade legal pelo uso
indevido de informacdes.

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

Data da @SSINATUIA: w.oieeeei ittt ettt ettt e sttt e teseaatesssaessae e ssesssntesbses sassesnse senssesssnsessssensne

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

The Wellcome Trust Sanger Institute, Wellcome Trust Genome Campus, Hinxton, Cambs CB10 1SA, UK
Tel: +44 (0)1223 834244. Fax: +44 (0)1223 494919 www.ensembl.org/helpdesk/
Cambridge University Dept of Medical Genetics, Box 134 Addenbrookes Hospital, Cambridge CB2 2QQ, UK Tel:
+44 (0)1223 216446 Fax; +44 (0)1223 217054
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