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RESUMO

O atraso mental (AM) ou défice cognitivo é uma doenga crénica com repercussoes familiares e socioecondmicas que atinge cerca de 3% da populagdo em geral. As alte-
ragdes das regides subteloméricas (RSt) sdo uma das principais causas de AM, associado ou nio a anomalias multiplas, e estudos publicados revelam que esses rearranjos
contribuem para 3-16% de AM idiopatico.

Na unidade de Citogenética do Centro de Genética Médica Doutor Jacinto Magalhaes, INSA, no Porto, entre 2000 e 2010, analisaram-se as RSt em 1180 individuos nos
quais se excluiram as patologias mais frequentes mediante a realizagao dos estudos genéticos protocolados para investigagdo de AM/Atraso de desenvolvimento psicomo-
tor (ADPM) cujos caridtipos, com um padrao minimo de 550 bandas, eram normais. As indicagées clinicas para o estudo incluiram AM ou ADPM, com ou sem dismor-
fias. Até 2007, a andlise de cromossomas metafasicos foi feita pela técnica de FISH. Depois, foi aplicada a técnica de MLPA e as alteragdes detetadas confirmadas por FISH.
Dos 1180 individuos, 60 (5,1%) apresentaram alteragdes nas regioes subteloméricas. A andlise familiar de 48 casos com anomalias permitiu concluir que em 28 (2,4%) as
alteragoes eram responsaveis pelo fenétipo clinico e em 20 casos (1,7%) eram polimorfismos, sem significado patoldgico, pois foram herdados de pais fenotipicamente
normais. Nao foi possivel a realizagdo de estudos familiares em 12 casos (1,0%) e os resultados consideraram-se inconclusivos.

Os resultados deste estudo foram comparados com os descritos na literatura e realgam as vantagens e desvantagens das técnicas FISH e MLPA na caracterizagdo das RSt
que, quando modificadas, podem causar atraso mental.

PALAVRAS-CHAVE: ATRASO MENTAL; REGIOES SUBTELOMERICAS; FISH (‘FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION”);
MLPA (“MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION”)

Mental retardation (MR) is a major social, educational and health problem affecting 3% of the population. Subtelomeric chromosome (RSt) aberrations are one of the major
causes of MR with or without multiple abnormalities, and previous studies verified that these rearrangements contribute for 3-16% of unexplained mental retardation.
Between 2000-2010, in the Cytogenetic Unit, Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhaes, INSA (Portugal), the subtelomeric regions from all chromosomes were ana-
lysed in 1180 individuals in which the most frequent pathologies had been excluded by performing genetic studies for investigations of MR and psychomotor development
delay whose karyotypes, with a minimum of 550 bands, were normal. The medical recommendation for the study included mental retardation or psychomotor development
delay with or without dysmorphisms. Until 2007, the analysis of metaphases, obtained from cultured lymphocytes, was performed by FISH, and after 2007, by MLPA. All the
unbalanced cases detected by MLPA were confirmed by FISH.

From the 1180 individuals, 60 (5.1%) showed chromosomal alterations in the subtelomeric regions. In 12 (1.0%) without familial studies, the results were considered incon-
clusive. In 48 abnormal cases, the parental investigation allowed us to conclude that 28 (2.4%) patients had chromosomal aberrations that might be responsible for the clinical
phenotype; the remaining 20 (1.7%) were considered as polymorphisms, without pathological significance, since the apparent anomaly had been inherited from phenotypi-
cally normal parents.

These results obtained in this study were compared with those already described, and they highlight the advantages/disadvantages of FISH and MLPA in the characterization
of subtelomeric regions that, when modified, can cause mental retardation.

MENTAL RETARDATION, SUBTELOMERIC REGIONS, FISH (FLUORESCENT IN SITU HYBRIDIZATION);
MLPA (MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION)

INTRODUCAO rer antes dos 18 anos de idade dividindo-se em ligei-
ro, moderado e grave. Em criangas com idade infe-
O atraso mental (AM) ou défice cognitivo éumado-  riora7 anos torna-se diffcil a sua avaliagao intelectual
enga cronica com repercusses familiares e socioeco- e dai a designagdo correntemente utilizada de atraso
noémicas que afeta 2-3% da populagdo em geral. As  de desenvolvimento psicomotor (ADPM), que mais
suas causas s3o varias, tornando dificil a sua caracte-  tarde podera ou ndo evoluir paraum AM.
rizagdo, como comprovado pelos 40-50% de atrasos  As alteragdes das RSt sdo uma das regides subtelo-
de etiologia desconhecida. O AM pode ser causado  méricas principais causas de AM, associado ounao a
por doengas monogénicas, anomalias cromossomi-  anomalias multiplas, e sdo responsaveis por 3-16% de
cas, agentes externos como traumatismos de parto, AM idiopatico.>***
infecdes e agentes quimicos, ou pela combinagiao de  Nos eucariotas as regides terminais dos cromosso-
varios dos fatores referidos.' mas sdo constituidas por proteinas e DNA repetitivo
O diagnostico de AM segundo os critérios da  ndo codificante sendo designadas por telémeros e
DMS-TV? baseia-se fundamentalmente em 3 crité-  por subtelémeros. Os teldmeros mantém a estabilida-
rios: funcionamento intelectual global inferior a mé-  de cromossdmica pois protegem os cromossomas da
dia, limitagio na atividade adaptativa em pelomenos ~ degradagéo exonucleolitica e da fusdo das extremi-
duas dreas e o inicio das manifestagoes de AM ocor- ~ dades. Entre outras fungdes asseguram a completa
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replicagdo do DNA nas regioes distais dos cromos-
somas e estdo associados a longevidade celular.>¢”
Os subtelomeros situam-se adjacentes aos telémeros
e possuem grandes familias de genes que variam no
numero de cdpias e na distribuicio cromossémica.
A homologia entre as sequéncias subteloméricas dos
vérios cromossomas facilita o frequente “cruzamento
de informag@o”, originando os rearranjos cromosso-
micos das RSt.° O conhecimento da estrutura destas
zonas, associado a existéncia de rearranjos submi-
croscopicos, levou ao desenvolvimento de metodo-
logias que detetam sequéncias de DNA especificas
dos subtelémeros dos 22 pares de autossomas e dos
cromossomas sexuais, como a hibridaco in situ com
fluorescéncia (FISH - Fluorescent In Situ Hybridiza-
tion), a amplificacdo “multiplex” de sondas depen-
dentes da ligacdo (MLPA - Multiplex Ligation-depen-
dent Probe Amplification) e os “arrays” de hibridagéo
gendmica comparativa @CGH - array-Comparative
Genomic Hybridization). Atualmente estima-se quea
taxa de diagnostico de AM pelo estudo das RSt é de
5-7% por FISH e pode atingir os 10% com MLPA ®

O objetivo deste trabalho foi analisar as RSt num
grupo de doentes com AM ou ADPM, em que o0s re-
sultados dos estudos prévios para exclusio de eventu-
ais causas responsaveis pelo fendtipo apresentado (eg.
cariétipo, estudos para doencas metabolicas e para
sindroma de X-fragil) eram normais.

Entre 2000 e 2010, na Unidade de Citogenética do
Centro de Genética Médica Jacinto de Magalhaes
(CGMJM), INSA, foram estudadas as RSt em 1180
doentes com AM ou ADPM, com ou sem dismor-
fias. Nestes doentes foram realizados estudos prévios
que incluiram o cariétipo, estudos metabdlicos e de
X-fragil, sendo excluidas as patologias mais frequen-
tes associadas a AM/ADPM. Inicialmente processa-
ram-se apenas as amostras de doentes selecionados
pela consulta de Genética do CGMJM. A partir de
2007, incluiram-se também amostras de doentes
provenientes de outros centros e hospitais do pais.

Para a técnica de FISH foram colhidos, a cada do-
ente, 5ml de sangue em tubo com heparina e, para
ametodologia de MLPA, 5ml de sangue em EDTA.
Os tubos foram mantidos, durante um prazo maxi-
mo de 5 dias, a 2°-8°C até serem processados. A ex-
tracdo de DNA realizou-se no “Biorobot” (Quiagen)
seguindo-se a avaliagdo de pureza e quantificagdo
no aparelho “Nanodrop”.

Efetuaram-se culturas sincronizadas de linfdcitos
de acordo com os protocolos da Unidade, para rea-

lizagdo da técnica de FISH em células em metafase.

A FISH foi realizada com dois protocolos distintos.
Entre 2000 e 2005, foi usado o kit “Chromoprobe
Multiprobe-T™” (Cytocell, UK) e, depois de 2005,
substituiu-se pelo kit “TotelVysion Probe Panel”
(Vysis, Abbott Molecular, USA), com a vantagem
deste fornecer sinais de hibridacio de melhor qua-
lidade. Presentemente a técnica de FISH é utilizada
como metodologia de confirmagio de alteracdes
nos resultados de MLPA (metodologia de rastreio)
ou se 0s mesmos forem inconclusivos.

Para o estudo das RSt por MLPA foram usados
em paralelo dois kits, o “SALSA MLPA kit P036 -
Human telomere-3” e o “SALSA MLPA kit 070 -
Human telomere-5” (ambos MRC-Holland) o que
permitiu testar pelo menos dois loci de cada RSt na
maioria dos cromossomas, a excecdo dos sexuais
que analisam as regides pseudoautossomicas.

Para garantir a qualidade analitica foram salva-
guardados varios procedimentos: (i) as culturas fo-
ram efetuadas em duplicado; (i) as metafases foram
analisadas por dois operadores diferentes com desco-
nhecimento dos resultados obtidos individualmente;
(iii) os ensaios com alteragdes foram sempre confir-
mados: a) FISH - o procedimento técnico foi repetido
noutra cultura celular; b) MLPA - efetuou-se o estudo
com nova amostra de DNA; ¢) apos confirmagéo, so-
licitou-se sangue dos progenitores para determinar se
aanomalia foi herdada ou de novo. Desde 2007 todo
o procedimento passou a ser executado segundo as
normas do Sistema de Gestio da Qualidade (NP EN
ISO9001:2000) e do Sistema de Gestdo da Seguranga
e Saide do Trabalho (NP 4397:2001).

Das 1180 amostras, 60 (5,1%) apresentavam alte-
racdes nas RSt. Apds estudo complementar dos
pais verificou-se que 28 (2,4%) correspondiam
a rearranjos subteloméricos que justificavam as
anomalias fenotipicas (Tabela 1), € 20 (1,7%) eram
polimorfismos sem significado patoldgico. Nos 12
casos (1%) em que ndo foi possivel o estudo parental
o resultado foi inconclusivo.

Do total dos doentes estudados, 202 foram refe-
renciados com AM grave e/ou histdria familiar de
AM e, destes, apenas 3 apresentaram alteracdes nas
RSt com significado clinico (1,5%). Das 1180 amos-
tras, em 448 foi realizado o estudo por FISH e nas
restantes 732 por MLPA, verificando-se 14 altera-
¢oes ST em cada metodologia o que da respetiva-
mente uma percentagem de 3,1 e 1,9 de rearranjos
com importéancia clinica.
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Dos 28 casos com rearranjos subteloméricos verifi-
cou-se que 14 eram do sexo masculino e 14 do sexo
feminino, tendo idades compreendidas entre 1 - 30
anos. S6 um tinha histéria familiar de AM, dois ti-
nham um AM grave e 21 apresentavam dismorfias.
Quanto a origem das alteragdes, 19 ocorreram de
novo, em 5 era desconhecida e 4 foram herdadas (3
maternas e 1 paterna).

Relativamente as anomalias encontradas, observou-
se que em 10 casos estavam envolvidos dois cromos-
somas, com monossomia da RSt de um e trissomia
da RSt do outro correspondendo, provavelmente, a
cromossomas derivativos de uma translocagio reci-
proca; 16 doentes apresentavam delecdes numa de-
terminada RSt e um, uma duplicagio (caso 5), origi-
nando, respetivamente, monossomias e trissomia das
regides envolvidas. Um doente evidenciou duplicagio
de duas regides distintas, facto extremamente raro.

Em doentes com AM e utilizando marcadores
microssatélites polimorficos encontraram-se 6%
de rearranjos subteloméricos’. Desde entao, surgi-
ram metodologias mais rapidas - FISH®, MLPA"
e “aCGH™"2 - que permitiram a andlise de mais
doentes com AM idiopatico. O maior estudo feito
por FISH envolveu 12.000 pacientes e destes, 2,5%
apresentavam anomalias subteloméricas incluindo
delegtes, duplicagdes, translocacdes desequilibra-
das e rearranjos complexos variaveis* e nos primei-
ros estudos com a técnica de MLPA a percentagem
variava entre 1,8% e 5,9%.'""

Neste trabalho foi feita a andlise das RSt de indi-
viduos que apresentavam AM ou ADPM, com ou
sem dismorfias, utilizando uma combinag¢io das
técnicas de FISH e MLPA. No estudo por MLPA
foram usados dois kits com sondas diferentes para
cada regido, constituidas por genes funcionais ou
por sequéncias codificadoras de proteinas. Des-
te modo, um resultado anormal apresentaria, em
principio, alteragdes com as duas sondas. No en-
tanto, uma alteragio verificada com uma s sonda
também pode significar a existéncia de uma ano-
malia com significado clinico, uma vez que os loci
alvo dos dois kits estao distanciados um do outro,
em média 40 Kb®. Nestas situacdes efetuou-se uma
confirmagio por FISH e solicitou-se a avaliagdo dos
progenitores. Quando foi detetada uma alteragéo
apenas com um dos Kkits, concluiu-se que esta era
herdada e sem significado clinico, sempre que um
dos progenitores, fenotipicamente normal, era por-
tador dessa anomalia.
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Detetaram-se trés casos com uma delecio do brago
curto do cromossoma 1 (Tabela 1) e outros dois que
adicionalmente apresentavam duplicacio da RSt de
14q. Nestes, o fendtipo correspondente a delecio
sobrepunha-se ao da duplicacdo.

Destacam-se as microdelegoes encontradas nas RSt
do brago longo do cromossoma 9 (3 doentes) e do
brago longo do cromossoma 22 (4 doentes); no caso
n°13 a delegio estava associada a uma duplicacio de
RSt19q. Porém, ¢ de salientar que nos casos 22 e 23,
as delecdes s6 foram reveladas com as sondas do kit
P036. Dois doentes apresentavam monossomia da
RSt do braco curto do cromossoma 4, dois revelaram
monossomia da RSt do brago longo do cromossoma
10, um tinha delegdo da RSt do brago longo do 2 ¢,
num outro, a delecio da RSt detetou-se no brago cur-
to do cromossoma 16. A delecio da RSt do brago cur-
to do cromossoma 11 foi encontrada com a utilizagio
de ambos os kits de MLPA (genes RIC-8 e BET1L),
embora o locus D11S2071 usado na técnica de FISH
estivesse presente.

Nos casos 22, 23 e 26, as delecdes dos genes RA-
BL2B-ST22q, EHMTI exdo 24-ST9q, RIC-8 e BE-
TIL-ST11p poderdo corresponder a microdele¢des
desses genes ou a alteracdes pontuais da sequéncia
de DNA. Nestas situacdes, 0 geneticista avaliara a
correlagio gendtipo/fendtipo e ponderara a con-
tinuacdo do estudo com outra metodologia para
confirmacio dos resultados encontrados.

O doente n° 8 apresentava uma delecio da RSt do
brago longo do cromossoma 9a qual corresponde um
fendtipo bem definido, (MIM *607001 — del9q34.3),
incluindo AM grave, hipotonia, microcefalia, face
achatada com hipertelorismo, sinofrio, macroglos-
sia e anomalias cardiacas'. As andlises por FISH
permitiram concluir que a delecéo era de novo e que
o ponto de quebra era no locus D9S325 estendendo-
se pelos genes EHMT1 e MRPL41, distais em rela-
¢d0 ao centromero.

Os doentes com a delegéo no brago longo do cro-
mossoma 10 apresentavam um fenétipo que incluia
AM, dismorfias faciais, anomalias cardiacas e ano-
genitais. Nos casos 27 e 28, um com ADPM sem
dismorfias e com alteragdes de comportamento, e
o0 outro com suspeita de delecio da RSt10q, confir-
mou-se a delegdo da RSt10q com os trés kits utiliza-
dos, sendo que no caso 27 foi herdada da mée e no
28 foi de novo. Na situagdo herdada, a delego po-
deria ser a responsavel pelo fendtipo, como descrito
anteriormente numa familia portadora de del(10q),
em que o fendtipo se agravou com a passagem de
geragao®®

Este trabalho traduz a experiéncia de 10 anos de
analise das RSt por FISH e MLPA. Embora inicial-
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TABELA 1 ANOMALIAS DETETADAS NO ESTUDO DAS REGIOES SUBTELOMERICAS.

(ASO SEX0 IDADE A MoTIvo ANO TECNICA ANOMALIAST  ORIGEM
DIAGNOSTICO

1 M 23 AM, SINDROME DISMORFICO LEVE (IRMAQ IDENTICO) 2000 FISH -Cytocell duplp,del4g  DESCONHECIDA

2 M 5 SINDROME DISMORFICO C/ AM GRAVE NAO ESCLARECIDO 2001 FISH -Cytocell delbp, dup17g  "DENOVO"

3 F 5 ADPM, DISMORFIAS 2005 FISH -Vysis del16p "DENOVO"

4 M 10 ACIU, AM GRAVE, ANOMALIAS MULTIPLAS 2005 FISH - Vysis del 4p "DENOVO"

5 M 12 AM, DISMORFIAS, PUBERDADE PRECOCE 2005 FISH - Vysis dup13q DESCONHECIDA

6 M 10 ADPM, MICROCEFALIA, ALTERACOES DO COMPORTAMENTO 2006 FISH - Vysis del6qdup22q  DESCONHECIDA

7 F 9 SINDROME DISMORFICO, AM 2006 FISH - Vysis dellp "DENOVO"

8 F 14 AM, MICROCEFALIA, DISMORFIAS 2006 FISH e MLPA del9q "DENOVO"

9 F 6 SINDROME DISMORFICO COM ADPM 2006 FISH - Vysis dellp "DENOVO"

10 M 30 AM, DISMORFIAS 2006 FISH - Vysis del 5p,dup18p  DESCONHECIDA

I F 5 ADPM, HIPOTONIA 2007 FISH - Vysis del 2, dupl2q  DESCONHECIDA

12 F 2 ATRASO DE LINGUAGEM, FACIES PECULIAR, HIRSUTISMO 2007 MLPA ¢ FISH del 22q "DENOVO"

13 F 29 AM, DISMORFIAS 2007 MLPA e FISH del 22q, dup19q ~ MATERNA

14 M 9 ADPM 2007 FISH - Vysis dellp, dupldg ~ MATERNA

15 F 1 ADPM GRAVE, DISMORFIA FACIAL 2007 FISH - Vysis dellp, dupldg  PATERNA

16 M 14 AM, SINDROME DISMORFICO, ENCEFALOPATIA EPILETICA 2008 FISH - Vysis dellp "DENOVO"

7 F 5 ADPM, ATAXIA, DISMORFIA FACIAL 2008 MLPA e FISH del14q, dup 20q  "DENOVO"

18 F 9 ADPM, ALTERACOES DO COMPORTAMENTO, DISMORFIA FACIAL ~ 2008 MLPA ¢ FISH dup4q,del8p  "DENOVO"

19 F 2 ADPM, FACIES PECULIAR 2008 MLPA e FISH del9q "DENOVO"

20 M I ADPM, ALTERACOES DO COMPORTAMENTO, SINDACTILIA 2008 MLPA e FISH del 22q "DENOVO"

21 F 4 ADPM, DISMORFIA LIGEIRA 2008 MLPA e FISH del4p "DENOVO"

2 M 5 ADPM 2008 MLPA e FISH del 22q (P036) ~ "DENOVO"

23 M 1 SINDROME POLIMALFORMATIVO (DEL 90342), ADPM LIGEIRO. 2009 MLPA e FISH del9g (P036)  "DENOVO"

24 F 5 ADPM, FACIES PECULIAR 2009 MLPA e FISH del 2q "DENOVO"

25 M 9 AM, DISMORFIAS 2009 MLPA e FISH dup9q, dup14g  "DENOVO"

26 F 1 ADPM, MACROCEFALIA 2010 MLPA e FISH dellp (MLPA)  "DENOVO"

2 M 3 ADPM, ALTERACOES DO COMPORTAMENTO, S/ DISMORFIAS 2010 MLPA e FISH del10q MATERNA

28 M 4 SUSPEITADEL10Q 2010 MLPA e FISH del10q "DENOVO"

AM: ATRASO MENTAL; ACIU: AT 0; ST: SUBTELOMERICA

SO DE CRESCIMENTO INTRA-UTERINO; ADPM: /

0 DE DESENV

LVIMENTO PSICOMO

R; del: DELECAQ; dup: DUPLIC

mente 0 MLPA tenha sido usado como metodolo-
gia de rastreio, atualmente é um método de diag-
néstico validado, mais rapido e menos dispendioso
do que a FISH. Contudo, um resultado anormal é
sempre confirmado por FISH.

A microdelecio mais frequente foi a delegdo 1p36
(MIM #607872), seguida das delegbes 9q34.3 e
22q13.3. A frequéncia dos rearranjos subteloméri-
cos foi de 2,4%, percentagem inferior & média des-
crita na literatura, talvez pelo reduzido numero de
doentes estudados.

Comparando os resultados de FISH e de MLPA
verificamos que se detetaram respetivamente, 3,1%
e 1,9% de rearranjos subteloméricos com signifi-
cado clinico, proximos dos valores descritos por
alguns autores. Ndo se observou uma maior proba-
bilidade de anomalias em doentes com AM grave e/
ou histéria familiar de AM e como a diversidade de
fendtipo nestes individuos é muito variavel, ndo é de

descartar o estudo de doentes com diferentes graus
de AM, com ou sem histéria familiar de AM e que
tenha associado ou ndo dismorfias.

E de realcar aimportancia da comunicago entre o
laboratdrio e o clinico, no sentido de estabelecer cor-
retamente a relagdo gendtipo/fendtipo. Em certos
contextos, a informacdo clinica foi fundamental na
valorizagdo das alteracdes encontradas, permitindo
distinguir anomalias com expressao fenotipica de
polimorfismos.

A introdugio no nosso pais de novas tecnologias -
“aCGH” e “Next-Generation Sequencing’- nas quais
seanalisa todo o genoma do doente, permitira a dete-
¢do, mais rapida e economicamente mais vantajosa,
de alteragoes a nivel dos genes, subteloméricos ou
ndo, alargando, assim, a possibilidade de diagndstico
nos individuos com AM. A posterior investigagao da
origem da alteragio encontrada é fundamental para
0 necessario aconselhamento genético.
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