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"Existe uma coisa que uma longa existência me ensinou: toda a nossa ciência, comparada à realidade, é primitiva e inocente; e, 

portanto, é o que temos de mais valioso."  

Albert Einstein 



 



Agradecimentos 

À Professora Doutora Isabel Marques Carreira, desejo expressar o meu profundo 

agradecimento pela orientação deste trabalho e revisão desta tese, pelo incentivo e estímulo 

constantes em todo o meu percurso profissional e académico. As suas qualidades científicas 

serão sempre um exemplo e os seus ensinamentos foram fundamentais para a meu percurso 

científico e profissional. 

 

À Professora Doutora Joana Barbosa de Melo, co-orientadora deste trabalho, agradeço a 

colaboração na revisão da tese e o incentivo para que este trabalho se concretizasse. 

 

Ao Professor Doutor Jorge Saraiva, director do Serviço de Genética do Hospital Pediátrico de 

Coimbra, e a toda a equipa clínica desejo agradecer o apoio imprescindível para a realização 

deste trabalho. Em particular à Dra. Lina Ramos, Dra. Fabiana Ramos, Doutora Ana Beleza e 

Dra. Renata Oliveira agradeço a avaliação e revisão das histórias clínicas, assim como o 

contributo com a participação nos artigos científicos. 

 

À equipa do Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina de Coimbra, 

onde desenvolvi o meu projecto, em particular aos meus colegas Susana Ferreira, Ana Jardim, 

Miguel Pires e José Ferrão, desejo agradecer toda a colaboração directa e indirecta na 

realização deste projecto. 

 

À Dra. Teresa Castela, do Centro de Desenvolvimento do Hospital Pediátrico de Coimbra, 

agradeço a colaboração clínica numa das famílias descritas neste projecto. 

 

Ao Professor Doutor Eduardo Silva, do Serviço de Oftalmologia do Centro Hospitalar e 

Universitário de Coimbra, agradeço a colaboração na avaliação clínica de alguns pacientes 

incluídos neste estudo. 

 

À Professora Doutora Guiomar Oliveira, da Unidade de Neurodesenvolvimento e Autismo do 

Hospital Pediátrico de Coimbra, agradeço a revisão e colaboração neste trabalho. 

 

Aos meus Pais desejo expressar o meu profundo reconhecimento pelo seu amor e apoio 

incondicionais. A eles devo a minha formação pessoal e académica. 

 

Ao Amadeu e ao Afonso, agradeço o estímulo de vida que representam para mim. 

 



 



ÍNDICE 

Índice de Figuras e Tabelas                                                            xi 

Lista de Abreviaturas e Acrónimos               xiii 

Resumo                     1 

Abstract                     3 

Capítulo 1 – Introdução                    5 

1.1 Diagnóstico de Desequilíbrios Genómicos – do cromossoma ao nucleótido             7 

1.1.1 Citogenética Clássica - perspectiva histórica               7 

1.1.2 Citogenética Molecular                11 

1.1.2.1 Fluorescence in situ Hybridization                          12 

1.1.2.2 Comparative Genomic Hybridization              14 

1.1.2.3 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification            15 

1.1.3 Array Comparative Genomic Hybridization               17 

  1.1.3.1 Array-CGH utilizando clones do tipo BAC            18 

  1.1.3.2 Array-CGH utilizando Oligonucleótidos             19 

  1.1.3.3 Single Nucleotide Polymorphism array              20 
     
1.2 A Variabilidade do Genoma Humano                20 

1.2.1 Variantes Genómicas                21 

1.2.2 Mecanismos na Origem da Variabilidade Genómica            22 

1.2.2.1 Recombinação Homóloga Não-Alélica                          22 

  1.2.2.2 Non-Homologous End-Joining                           23        

  1.2.2.3 Fork Stalling and Template Switching             23 

  1.2.2.4 Chromothripsis                25 

1.3 Patologias do Neurodesenvolvimento e Comportamento             25 

 1.3.1 Défice Intelectual                 25 

 1.3.2 Autismo                  26 

1.4 Desequilíbrios Genómicos na Etiologia do Défice Intelectual, Autismo e Anomalias 

Congénitas                   27 

 1.4.1 Anomalias Cromossómicas               27     

1.4.2 Aneusomias Segmentais e as Síndromes de Genes Contíguos           28 

1.4.3 Interpretação das CNVs  – princípios e dilemas             29 

1.4.3.1 Variantes frequentes na população – benignas            29 



1.4.3.2 CNVs raras herdadas – são benignas?             30 

1.4.3.3 CNVs recorrentes associadas a um fenótipo específico                           31 

1.4.3.4 CNVs maiores serão mais provavelmente causais            32 

1.4.3.5 O novo paradigma das CNVs mendelianas            33 

1.5 Objectivos deste projecto                 37 

1.6 Referências                   39 

Capítulo 2 – Materiais e Métodos                53 

2.1 Grupo de pacientes                  55 

2.2 Citogenética convencional                 55 

2.2.1 Cultura sincronizada de linfócitos para obtenção de prometafases           55 

 2.2.2 Bandagem GTG                 56 

  2.2.3 Análise ao microscópio óptico               57 

2.3 Oligo array-CGH                  57 

2.3.1 Preparação das amostras                57 

2.3.2 Hibridização                 60 

2.3.3 Scanning e Feature Extraction               61 

2.3.4 Análise das CNVs                 63 

2.3.5 Validação das CNVs                65  

2.3.5.1 MLPA                 65 

2.3.5.2 Citogenética molecular – FISH              66 

2.3.6 Interpretação da patogenicidade das CNVs             67 

2.4 Referências                   69 

Capítulo 3 – Resultados e Discussão                71 

3.1 CNVs patogénicas microscópicas                                                                                                    75 

 3.1.1 Artigos publicados                                                                                                            77 

Artigo 1: Insertional translocation leading to a 4q13 duplication including the  

EPHA5 gene in two siblings with attention-deficit hyperactivity disorder 

Matoso E, Melo JB, Ferreira SI, Jardim A, Castelo TM, Weise A, Carreira IM  

American Journal of Medical Genetics Part A (2013)                                                                         79 

Artigo 2: Cryptic 7q36.2q36.3 deletion causes multiple congenital eye  

anomalies and craniofacial dysmorphism 



ÍNDICE 

Beleza-Meireles A*, Matoso E*, Ramos L, Melo JB, Carreira IM, Silva ED, Saraiva JM 

American Journal of Medical Genetics Part A (2013)                                                                          87                 

Artigo 3: Critical region in 2q31.2q32.3 deletion syndrome: Report of two 

phenotypically distinct patients, one with an additional deletion in  

Alagille syndrome region  

Ferreira SI, Matoso E, Venâncio M, Saraiva J, Melo JB, Carreira IM 

Molecular Cytogenetics (2012)                                                                                                                95 

Artigo 4: Molecular cytogenetic characterisation of a mosaic add(12)(p13.3)  

with an inv dup(3)(q26.31→qter) detected in an autistic boy 

Carreira IM, Melo JB, Rodrigues C, Backx L, Vermeesch J, Weise A, Kosyakova N,  

Oliveira G, Matoso E 

Molecular Cytogenetics (2009)                                                                                                             105 

Artigo 5: Inv21p12q22del21q22 and intellectual disability 

Oliveira R, Dória S, Madureira C, Lima V, Almeida C, Pinho MJ, Ramalho C,  

Matoso E, Barros A, Carreira IM, Moura CP 

Gene (2013)                                                                                                                                              115 

3.2 CNVs patogénicas submicroscópicas                                                                                            123 

 3.2.1 Artigos em submissão              137 

Artigo 6: Interstitial 287 kb deletion of 4p16.3 including FGFRL1 gene associated  

with an atypical phenotype  

Matoso E, Ramos F, Ferrão J, Pires LM, Mascarenhas A, Melo JB, Carreira IM 

European Journal of Human Genetics (2014)                                                                                     139 

Artigo 7: Interstitial triplication 20p11.22p11.21 in a girl with development delay  

and vertebral anomalies, an overlapping phenotype to the trisomy 20p syndrome 

Matoso E,
 
Ramos

  
L,  Ferreira

 
SI, Vermeesch JR, Melo JB, Carreira IM                                           151 

 

3.3 CNVs de SCI provavelmente patogénicas, provavelmente benignas ou apenas SCI            167 

3.4 Conclusão                                                                                                                                           184 

3.5 Referências                                                                                                                                        185 

Capítulo 4 – Conclusões e Perspectivas              189 

4.1 Conclusões gerais                                                                                                                             191 

4.2 Array-CGH como teste de primeira linha – benefícios e limitações          192 

4.3 Perspectivas com as novas técnicas de sequenciação massiva          194 

4.4 Referências                 197 

 

 



 

 

 



Índice de Figuras e Tabelas 

xi 
 

Figuras 

Figura 1 Timeline | Principais marcos na história da Citogenética Humana.              9 

Figura 2 – Cariograma humano com um padrão de bandas GTG.                                                                   10 

Figura 3 – Técnica de FISH com diferentes tipos de sondas de DNA.                                                              13 

Figura 4 – Esquema representativo da técnica de MLPA.                                                                                 16 

Figura 5 – Representação esquemática das etapas fundamentais da técnica de array-CGH.                    17 

Figura 6 - Variantes estruturais - mecanismos de formação e rearranjos resultantes.                               24 

Figura 7 – Modelo em loop para array-CGH.                                                                                                       59 

Figura 8 – Imagem resultante após a leitura de uma lâmina no Agilent Microarray Scanner.                   61 

Figura 9 – Overview do programa de análise Agilent Genomic Workbench (v6.0).                                      62 

Figura 10  – Análise de uma CNV.                                                                                                                         64 

Figura 11 - Algoritmo de avaliação da patogenicidade de uma CNV.                                                             68 

Figura 12 – Perfil do cromossoma 8 da análise por oligo array-CGH, do paciente SM826/10.              131 

 

Tabelas 

Tabela I  – Pacientes com desequilíbrios genómicos citogenéticos.                                                         76 

Tabela II – Pacientes com CNVs em regiões de síndromes estabelecidas.                                                  127 

Tabela III  – Pacientes com CNVs patogénicas que não correspondem a síndromes recorrentes 

 já estabelecidas.                                                                                                                                                      135 

Tabela IV – Pacientes apenas com CNVs de SCI, provavelmente patogénicas, provavelmente  

benignas ou apenas de SCI.                                                                                                                                   175 

 

 

 



 

 

 



 

xiii 

 

Lista de Abreviaturas e Acrónimos 

ADI-R Autism Diagnostic Interview-Revised”  

ADOS Autism Diagnostic Observation Schedule”  

ADPM Atraso do Desenvolvimento Psicomotor 

array-CGH array-based Comparative Genomic Hybridization 

BAC Bacterial Artificial Chromosome  

bp par de bases 

BP ponto de quebra  

CARS Childhood Autism Rating Scale 

cDNA DNA codificante 

CGH Comparative Genomic Hybridization  

CHARGE Coloboma, Heart malformation, choanal Atresia, Retardation of growth and/or 

development, Genital anomalies, and Ear anomalies 

CIA Comunicação Interauricular 

CIV Comunicação Interventricular 

CNP Copy Number Polimorphism 

CNV(s) Copy Number Variant(s) 

CR Critical Region 

Cy3 Cyanine 3 

Cy5 Cyanine 5 

DA Dificuldades de Aprendizagem 

DECIPHER DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl 

Resources  



Abreviaturas e Acrónimos 

xiv 

 

del deleção 

DGV Database of Genomic Variants  

DNA ácido desoxirribonucleico 

dup duplicação 

EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid 

FBS Fetal Bovine Serum 

FISH Fluorescence in situ Hybridization 

GTG G-bands by trypsin using Giemsa 

ISCA The International Standards for Cytogenomic Arrays 

Kb Kilobase 

LCG-FMUC Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da Universidade 

de Coimbra  

LCR Low Copy Repeat  

LOH Loss of Heterozygosity  

Mb Megabase 

MC malformações congénitas 

M-CHAT Modified Checklist for Autism in Toddlers”  

MCB Multicolor Chromosome Banding 

M-FISH Multicolor Fluorescence in situ Hybridization  

MLPA Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification 

MMBIR Microhomology-Mediated Break-Induced Replication  

NAHR Non Allelic Homologous Recombination 

NGS Next Generation Sequencing  



 

xv 

 

NOR Nucleolus Organizing Region 

QD Quociente de Desenvolvimento 

QI Quociente de Inteligência  

OFC Occipital Frontal Circumference 

oligo array-CGH oligonucleotide array-based Comparative Genomic Hybridization 

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man 

PAC P1 Artificial Chromosome  

PCR Polymerase Chain Reaction 

PEA Perturbação do Espectro do Autismo  

PHDA Perturbação da Hiperactividade e Défice de Atenção 

RNA ácido ribonucleico  

rpm rotações por minuto 

RPMI Roswell Park Memorial Institute 

SCI Significado Clínico Incerto  

SNP Single Nucleotide Polymorphism  

SKY Spectral Karyotyping  

TAR Thrombocytopenia-Absent Radius 

TE Tampão de Eluição 

UCSC University of California Santa Cruz 

VNTRs Variable Number of Tandem Repeats  

WHS Wolf-Hirschhorn Syndrome 

WHSCR Wolf-Hirschhorn Syndrome Critical Region 

WISC Wechsler Intelligence Scale for Children  



Abreviaturas e Acrónimos 

xvi 

 

YAC Yeast Artificial Chromosomes 

 



Resumo 

1 
 

A citogenética convencional desde a década de 1970 que se tornou uma técnica 

fundamental no diagnóstico de alterações cromossómicas numéricas e estruturais. 

Esta área da genética clínica proporciona um diagnóstico em 10-15% dos pacientes 

com perturbações do neurodesenvolvimento, em particular o défice intelectual (DI), as 

perturbações do espectro do autismo (PEA) e malformações congénitas (MC). 

Contudo, a sua capacidade de resolução não vai além das 3-10 Mb, mesmo com 

bandas de alta resolução. Com a introdução das técnicas de citogenética molecular, a 

Fluorescence in situ Hybridization (FISH) e mais tarde a Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification (MLPA), foi possível alargar o leque de diagnósticos a um maior 

nível de resolução, aumentando o número de desequilíbrios genómicos identificáveis 

em aproximadamente 5% dos pacientes, com particular relevância no caso das 

síndromes de microdeleção e microduplicação e nos rearranjos das regiões 

subteloméricas. Nos últimos anos a introdução das metodologias de array-based 

Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) tornou possível fazer a análise de 

todo o genoma numa só experiência mas com uma resolução até 100 vezes superior à 

citogenética convencional, dependendo da capacidade de resolução da plataforma 

utilizada. Surge assim uma nova escala de detecção dos desequilíbrios genómicos, 

passando-se do número de cópias de um cromossoma (aneuploidia) ou da duplicação 

e deleção de segmentos cromossómicos microscópicos para a detecção de 

desequilíbrios envolvendo segmentos genómicos submicroscópicos, que podem ser 

menores que 100 Kb e denominados de Copy Number Variants (CNVs). Abriram-se 

assim novas perspectivas para a procura da etiologia dos distúrbios do 

neurodesenvolvimento, como o DI e o PEA, assim como para as malformações 

congénitas. Com a aplicação das técnicas de array-CGH em grandes grupos de 

pacientes tem sido possível estabelecer recentemente novas síndromes de 

microdeleção e microduplicação, construir bases de dados para recolha, organização e 

comparação das CNVs identificadas e do seu significado clínico. Os desafios e dilemas 

de interpretação da causalidade de algumas cromossomopatias estenderam-se à 

escala das CNVs, sendo imperativo interpretar com clareza, determinando as que 

constituem variantes benignas ou polimórficas, as que são patogénicas e as que 

permanecem de significado clínico incerto (SCI). Para atingir este objectivo é 

determinante que o laboratório tenha acesso a uma caracterização clínica detalhada, 
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que permita uma boa correlação genótipo-fenótipo. Neste trabalho um grupo de 147 

pacientes com DI, PEA e/ou MC, foi avaliado utilizando uma plataforma de array-CGH 

com oligonucleótidos, determinando-se a prevalência de CNVs benignas (polimórficas), 

patogénicas ou de significado clínico incerto. Estabeleceu-se um algoritmo com 

critérios claros de avaliação e interpretação do significado clínico das CNVs 

identificadas. Em seis pacientes com desequilíbrios microscópicos, diagnosticados pela 

citogenética convencional, a caracterização por array-CGH revelou-se fundamental na 

identificação do conteúdo génico envolvido, na reclassificação do rearranjo, em dois 

pacientes, e detectou uma nova CNV patogénica envolvida no fenótipo em outros dois. 

Nos outros 141 pacientes, 22 revelaram uma CNV submicroscópica classificada como 

patogénica (15,6%) e em 34 pacientes apenas se observaram CNVs de SCI (24,1%). No 

grupo das CNVs patogénicas submicroscópicas, 50% correspondem a microdeleções ou 

microduplicações recorrentes em regiões de síndromes já estabelecidas, a outra 

metade foi classificada como patogénica pelo seu conteúdo génico e ou pacientes 

sobreponíveis já reportados. Com este trabalho sai reforçada a estratégia de aplicação 

da array-CGH como teste de primeira linha no diagnóstico de pacientes com distúrbios 

do neurodesenvolvimento e MC, quando não existe uma orientação clínica específica. 

Inverte-se a estratégia laboratorial passando a FISH e a MLPA ou mesmo a citogenética 

convencional para uma segunda etapa de caracterização do rearranjo e/ou avaliação 

dos progenitores por vezes portadores equilibrados. As novas técnicas de 

sequenciação denominadas por Next Generation Sequencing (NGS) irão eventualmente 

substituir a array-CGH no diagnóstico dos distúrbios do neurodesenvolvimento e MC. A 

sequenciação massiva tem a capacidade de detectar mutações pontuais assim como 

deleções, duplicações mas também rearranjos equilibrados como translocações e 

inversões. No presente, sequenciar todo o genoma é exequível, mas muito 

dispendioso, em poucos anos será financeiramente comportável e talvez mais aplicável 

em larga escala. Contudo, será necessária uma evolução ao nível bioinformático de 

modo a resolver alguns impasses relacionados com a aplicação da NGS. A 

interpretação do grande número de novas variantes que serão identificadas será um 

desafio enorme para cientistas e clínicos, com a necessidade de integração concertada 

do genótipo com o fenótipo. 

Palavras-chave: array-CGH, citogenética, défice intelectual, neurodesenvolvimento 
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Abstract 

Conventional karyotyping has been used as the standard technique since the 1970s in 

the diagnosis of numerical and structural chromosomal aberrations. This area of 

clinical genetics gives a diagnosis in 10-15 % of the patients with neurodevelopment 

disorders, including intellectual disability (ID), autism spectrum disorders (ASD) and 

congenital malformations (CM). However, conventional karyotyping usually only 

detects rearrangements larger than 3-10 Mb, even in high resolution banding. With 

the development of molecular cytogenetics, the Fluorescence in situ Hybridization 

(FISH), and the Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA), it was 

possible to detect a larger number of genomic imbalances with a high resolution, 

increasing the detection rate in 5 % of the patients, particularly in the diagnosis of 

microdeletion and microduplication syndromes and subtelomeric rearrangements. In 

recent years with the introduction of array-based Comparative Genomic Hybridization 

(array-CGH) techniques it became possible to screen the whole human genome in a 

single experiment with an increasing resolution that can be 100 times higher than 

conventional karyotyping, depending on the resolution of the array. Genomic 

imbalances can be detected with a higher resolution, starting in the copy number of a 

chromosome (aneuploidy) or the duplication and deletion of microscopic chromosome 

segments and achieving the detection of submicroscopic genomic imbalances, even 

smaller than 100 kb, the Copy Number Variants (CNVs). The etiology of 

neurodevelopment disorders including ID, ASD and CM, has new perspectives of 

diagnosis. Since the application of array-CGH in large cohorts of patients, it was 

possible in recent years to establish new microdeletion and microduplication 

syndromes and to construct databases with the collection of the identified CNVs 

allowing the comparison of its clinical significance. The challenges and dilemmas of the 

interpretation of genomic variation in cytogenetics extend to the resolution of the 

CNVs size, being essential to determine which CNVs are benign or polymorphic, which 

are pathogenic and which remain unclassified variants with uncertain clinical 

significance. To achieve this goal it is very important that it is provided to the 

laboratory a detailed clinical characterization, for an ascertain genotype-phenotype 

correlation. In the present work a group of 147 patients with ID, ASD and CM, was 
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evaluated using oligonucleotide array-CGH, in order to ascertain the prevalence of 

benign (or polymorphic) CNVs, pathogenic or CNVs of uncertain clinical significance. An 

algorithm with clear criteria of evaluation and interpretation of the clinical significance 

of the identified CNVs was established. In six patients with previous identified 

microscopic rearrangements, the characterization by array-CGH was essential to 

identify the genes involved, leading to the re-classification of the type of 

rearrangement in two of the patients and disclosing a new pathogenic CNV involved in 

the phenotype in two other ones. In the other 141 patients, 22 revealed a 

submicroscopic CNV classified as pathogenic (15,6%) and in 34 patients were only 

identified CNVs of uncertain clinical significance (24,1%). In the group of the 

submicroscopic pathogenic CNVs, 50% were recurrent microdeletions or 

microduplications in regions of previous established syndromes, the other half were 

classified as pathogenic because of its genic content and/or previous overlapping 

reports. With this work the use of array-CGH as the first tier diagnostic technique of 

patients with neurodevelopment disorders and CM, when there isn’t a specific clinical 

orientation, is reinforced. The strategy of the laboratory investigations is now inverted, 

FISH and MLPA techniques or even conventional karyotyping could be a second step in 

the investigation when it is needed the characterization of the rearrangement involved 

and the screening of the parents that could be balanced carriers. Next Generation 

Sequencing (NGS) technologies will eventually replace the array-CGH in the genetic 

diagnosis of neurodevelopment disorders and CM. Massive sequencing will be able to 

detect mutations as well as deletions, duplications, and balanced rearrangements like 

inversions and translocations. At the moment sequencing the whole genome is 

feasible, but an expensive strategy, probably in a few years it will be affordable and 

maybe suitable for a large scale. However, several bioinformatics advances will be 

necessary to solve some issues related with NGS. The interpretation of a large number 

of new variants will be a huge challenge for scientists and clinicians, that will need to 

collaborate to achieve a good integration of the genotype and the phenotype. 

 

Keywords: array-CGH, cytogenetics, intellectual disability, neurodevelopment 



 

  

  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Capítulo 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução  

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Introdução 

7 
 

1.1 Diagnóstico de Desequilíbrios Genómicos - do cromossoma ao nucleótido 

1.1.1 Citogenética Clássica - perspectiva histórica  

A citogenética humana nasce com Walther Flemming, um citologista Austríaco e 

professor de anatomia, que publicou as primeiras ilustrações de cromossomas 

humanos em 1882. Flemming usou o termo chromatin para designar a porção do 

núcleo que corava e se tornava visível ao microscópio óptico, foi ele que pela primeira 

vez utilizou o termo mitosis [Flemming, 1882]. Em 1888, Heinrich von Waldeyer 

introduz a palavra chromosome que deriva do Grego das palavras chroma que designa 

cor e de soma que designa corpo [Waldeyer, 1888]. Mais tarde, após a redescoberta 

das leis da hereditariedade de Mendel em 1900, Theodor Boveri and Walter Sutton 

propuseram de forma independente que os cromossomas seriam os portadores dos 

factores da hereditariedade, ou seja os genes, sendo Walter Sutton a associar as 

disciplinas de citologia e genética e o primeiro a referir-se ao estudo dos cromossomas 

como “citogenética” [Boveri, 1902; Sutton, 1903].  

Em 1923, Thomas Painter publicou a observação de 24 cromossomas nas 

células testiculares, pressupondo que as células somáticas humanas teriam 48 

cromossomas [Painter, 1923]. Durante mais de três décadas o conceito de que o 

complemento cromossómico humano era 48 foi aceite pela generalidade dos 

citogeneticistas. Só em 1956 Joe Hin Tjio e Albert Levan estabeleceram que o número 

correcto de cromossomas era 46 [Tjio e Levan, 1956]. Tudo se ficou a dever a uma 

alteração acidental no protocolo, a adição de uma solução hipotónica em vez de 

isotónica à suspensão de células em mitose, antes da etapa de fixação, provocou a 

tumefacção celular por osmose e levou a uma melhor dispersão dos cromossomas 

[Hsu, 1952]. Esta alteração técnica em conjugação com a utilização da colchicina 

[Levan, 1938], permitiu que Tjio e Levan conseguissem contar de um modo inequívoco 

o complemento de 46 cromossomas humanos. Ainda durante o mesmo ano, este 

achado foi confirmado independentemente por Ford e Hamerton, em células 

meióticas de tecido testicular humano [Ford e Hamerton, 1956].  

A primeira associação entre patologia e cromossomas surge três anos mais 

tarde, quando Jérôme Lejeune e seus colaboradores [1959] observaram um pequeno 

cromossoma extra em metafases obtidas da cultura de fibroblastos de pacientes com 
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Síndrome de Down [Lejeune et al., 1959]. Num curto intervalo de tempo outras 

anomalias cromossómicas foram descritas envolvendo tanto os cromossomas sexuais 

como os autossomas. No mesmo ano foram identificadas a Síndrome de Turner com o 

complemento 45,X [Ford et al., 1959] e a Síndrome de Klinefelter com 47,XXY [Jacobs e 

Strong, 1959]. No ano seguinte Patau diagnosticou a trissomia 13 e Edward a trissomia 

18 [Patau et al., 1960; Edwards et al., 1960]. Enquanto Peter Nowell e David 

Hungerford [1960] descrevem o cromossoma Philadelphia, supondo uma deleção do 

cromossoma 22, em pacientes com leucemia mielóide crónica [Nowell e Hungerford, 

1960].  

Nos anos seguintes, a citogenética humana sofreu vários avanços tecnológicos 

(Fig. 1) assim como as áreas da biologia molecular, química e instrumentação. Peter 

Nowell identificou a fitohemaglutinina, lecitina extraída do feijão vermelho Phaseolus 

vulgaris, agente mitogénico que estimula a divisão dos linfócitos T in vitro [Nowell, 

1960]. Esta descoberta permitiu usar o sangue periférico para a análise citogenética, 

em vez de colheitas mais invasivas como os fibroblastos e os aspirados de medula. Em 

1963, mais uma vez Jérôme Lejeune constatou que pacientes com um quadro de 

défice cognitivo severo e um choro muito característico semelhante ao miar de um 

gato, a Síndrome de Cri-du-Chat, apresentavam no braço curto do cromossoma 5 a 

falta de um segmento terminal, identificando o primeiro síndrome de deleção [Lejeune 

et al., 1963]. O segundo marco no desenvolvimento da citogenética humana, resultou 

de um estudo em cromossomas de plantas realizado por Torbjörn Casperson, um 

corante fluorescente (quinacrine mustard) foi utilizado conferindo aos cromossomas 

um padrão diferencial e específico de bandas (bandagem-Q) facilitando a sua 

identificação [Casperson et al., 1968] e mais importante ainda a detecção de 

alterações estruturais. Em 1970 realizou-se a primeira bandagem de cromossomas 

humanos por este método [Casperson et al., 1970]. A bandagem-Q revelou-se muito 

útil na identificação de várias anomalias cromossómicas. Contudo, para além de ser 

necessário um microscópio de fluorescência esta decaía muito rapidamente, foi assim 

largamente substituída pela bandagem-G. A bandagem-G, também denominada de 

GTG, confere uma coloração permanente, consiste na incubação com uma enzima 

proteolítica, a tripsina, seguida de coloração com Giemsa [Seabright, 1971].
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Este é o método de bandagem mais utilizado nos laboratórios de citogenética (Fig. 2), 

excepto em França e outros países com o mesmo idioma onde se utiliza a bandagem-R 

que confere aos cromossomas um padrão de bandas reverso ao da bandagem-G 

[Dutrillaux e Lejeune, 1971]. 

Todos estes avanços técnicos, que se reflectiram na capacidade de diagnóstico 

da citogenética clínica, foram acompanhados por uma inevitável evolução na 

classificação e nomenclatura dos cromossomas humanos. A primeira classificação dos 

cromossomas humanos consistiu na distribuição dos pares de homólogos em sete 

grupos diferentes (A-G), baseada na sua morfologia [Patau, 1960]. Este sistema de 

nomenclatura foi proposto na conferência de Denver em 1960 [Denver Conference, 

1960]. Mais tarde esta classificação foi oficialmente aprovada na conferência de 

Londres [London Conference, 1963], os cromossomas eram identificados com base no 

seu tamanho e posição do centrómero. Com a introdução das técnicas de bandagem, 

foi possível a rápida identificação dos cromossomas e das suas alterações 

nomeadamente deleções, duplicações, translocações, inversões e inserções. Na 

conferência de Paris, em 1971, foi introduzido um novo sistema para a classificação 

dos cromossomas, baseado nos padrões de bandagem-Q, G e R, permitindo a 

identificação de cada cromossoma e suas regiões [Paris Conference, 1971].  

 

Figura 2 – Cariograma humano com um padrão de bandas GTG. Indivíduo do sexo feminino com 

cariótipo 46,XX [ISCN, 2013] (Laboratório de Citogenética e Genómica da FMUC). 
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Seguiu-se a publicação em 1978 de um novo documento, que incluía as decisões mais 

importantes das conferências de Denver, Londres e Paris, intitulado “An International 

System of Human Cytogenetic Nomenclature” [ISCN 1978]. Este sistema de 

nomenclatura é regularmente actualizado, a mais recente é de 2013 [ISCN 2013], 

sendo utilizada na rotina dos laboratórios de citogenética. 

Contudo, as técnicas de rotina da citogenética têm uma resolução 

relativamente limitada de 400-550 bandas, o que permite a identificação de rearranjos 

estruturais até 3-10 Mb. A resolução global depende de diferentes parâmetros tais 

como: as características ópticas do microscópio, a qualidade das metafases e a 

maneira complexa como o DNA está compactado nos cromossomas. A cultura de 

linfócitos sincronizada, veio permitir a análise dos cromossomas em prometafase com 

um maior nível de resolução e consequentemente a identificação de rearranjos mais 

subtis [Yunis, 1976]. No entanto, a similaridade e ambiguidade por vezes da 

interpretação das bandas cromossómicas, constitui um factor limitativo do nível de 

resolução. Esta barreira só foi possível de ultrapassar com o advento da área de 

Citogenética Molecular. 

1.1.2 Citogenética Molecular 

Esta nova área da citogenética veio permitir aumentar substancialmente o nível de 

resolução no diagnóstico dos rearranjos estruturais. A aplicação das técnicas de 

biologia molecular aos cromossomas teve por base a observação de que sequências de 

nucleótidos complementares podiam hibridizar entre si e formar complexos mais 

estáveis do que as sequências não complementares [Speicher e Carter, 2005]. 

A primeira experiência de hibridização in situ foi reportada em 1969 por Joe 

Gall e Mary Lou Pardue, que usaram a hibridização DNA-RNA para localizar os genes 

que codificam o RNA ribossómico [Gall e Pardue, 1969]. Estas hibridizações in situ 

dependiam da detecção radioactiva, seguindo-se em 1977 a introdução dos anticorpos 

marcados com fluorescência que reconheciam os híbridos DNA-RNA específicos 

[Rudkin e Stollar, 1977]. Mais tarde, começou a utilizar-se a associação química de um 

fluorocromo a uma sonda de RNA para a vizualização rápida e directa, conhecida por 

fluorescence in situ hybridization [Bauman et al., 1980].  
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1.1.2.1 Fluorescence in situ Hybridization  

Os elementos essenciais da Fluorescence in situ Hybridization (FISH) são a sonda de 

DNA e a sequência alvo. A sonda pode ser de marcação indirecta, se incluir um 

nucleótido associado a um hapteno com afinidade para o anticorpo que faz a 

detecção, ou de marcação directa se um dos nucleótidos incorporados na sonda já 

contém o fluoróforo. A aplicação da FISH como técnica para pesquisa de loci 

específicos, foi introduzida nos anos 80 [Van Prooijen-Knegt et al., 1982], permitindo a 

detecção de anomalias cromossómicas directamente em metafase ou em núcleos em 

interfase. As sondas utilizadas podem ser originadas de Bacterial Artificial 

Chromosome (BAC), P1 Artificial Chromosome (PAC), clones do tipo cosmídeo ou 

fosmídeo, ou a partir de produtos de Polymerase Chain Reaction (PCR). A resolução 

depende do tamanho da sonda (> 50 kb – 2 Mb) e da sua especificidade. 

Consoante a região alvo do estudo e o seu objectivo assim o tipo de sonda 

(sequência) e estratégia de hibridização a utilizar. As sondas para as regiões 

centroméricas (α-satélite) são muito utilizadas para a detecção de aneuploidias em 

interfase, para identificar a origem de cromossomas marcadores e derivativos de 

estrutura ambígua; as sondas β-satélite e das regiões satélite clássicas aplicam-se ao 

esclarecimento das regiões de heterocromatina com alterações dúbias de possível 

significado clínico (Fig. 3a); as sondas de sequência única, também designadas por 

locus-específicas, são utilizadas quando há uma suspeita clínica de uma síndrome de 

microdeleção (Fig. 3b). As sondas subteloméricas, um grupo particular do tipo locus-

específicas, aplicam-se na pesquisa de rearranjos cromossómicos crípticos nas regiões 

terminais dos cromossomas (Fig. 3c). As sondas de “pintura” cromossómica, geradas a 

partir de um conjunto de clones específicos para um cromossoma (ambos os braços 

“p” e “q” ou com marcação diferencial para cada um deles), permitem caracterizar e 

identificar cromossomas ou segmentos cromossómicos de origem desconhecida (Fig. 

3d). A FISH rapidamente se tornou uma técnica fundamental para a detecção rápida e 

com elevada sensibilidade tanto de anomalias numéricas como estruturais em 

metafase e interfase. Contudo, é uma técnica laboriosa estando limitada às sondas 

disponíveis, à sua resolução assim como ao número de loci que é possível testar em 

simultâneo ou às sucessivas hibridizações necessárias para chegar a um diagnóstico. 
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A sequenciação do genoma humano gerou um extraordinário recurso de clones 

mapeados e sequenciados, que têm vindo a revolucionar a citogenética molecular.  

 

Figura 3 – Técnica de FISH com diferentes tipos de sondas de DNA (marcação directa). Aplicação a 

metafases/interfases obtidas pela cultura sincronizada de linfócitos: (a) sonda α-satélite para os 

centrómeros dos cromossomas 14 e 22 (verde), identificando a origem de um cromossoma marcador 

(→), sonda para as regiões NOR marcando os braços curtos dos cromossomas acrocêntricos (vermelho); 

(b) sondas de sequência única: locus D22S75 (vermelho) na região crítica 22q11.2 associada à Síndrome 

de DiGeorge, um dos homólogos evidencia uma duplicação, sonda para região subtelomérica (verde); (c) 

sondas subteloméricas para o cromossoma 8 (8pter – verde; 8qter – vermelho) e para o braço curto do 

cromossoma 17 (vermelho/verde – amarelo); (d) sondas de pintura para os cromossomas: 3 (vermelho), 

15 e 14 (azul “aqua” em duas áreas de hibridização) e 17 (verde), rearranjo complexo (3;15;14), a seta 

indica a região de inserção de material do cromossoma 14 no cromossoma derivativo 15 (Laboratório de 

Citogenética e Genómica da FMUC).  
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Com os avanços técnicos não só da biologia molecular, como dos métodos de 

detecção desenvolveram-se aplicações mais avançadas desde o multicolor FISH (M-

FISH) ao fiber FISH. O M-FISH e o Spectral Karyotyping (SKY) são metodologias em que 

numa só experiência é possível marcar cada par cromossómico com um espectro de 

cor diferente, utilizando várias combinações e proporções dos diferentes fluorocromos 

[Speicher et al., 1996; Schröck et al., 1996]. Estas técnicas são muito úteis na 

caracterização de rearranjos complexos de células tumorais, que envolvam 

translocações ou inserções e na pesquisa da origem de cromossomas marcadores. A 

grande desvantagem do SKY e do M-FISH é que não detectam inversões, deleções e 

duplicações intracromossómicas. No entanto, esta barreira foi ultrapassada com o 

desenvolvimento das “pinturas” parciais para cada braço cromossómico e para regiões 

específicas de cada cromossoma, surgindo o Multicolor Chromosome Banding (MCB) 

[Liehr et al., 2004]. O fiber FISH permite a detecção de deleções e duplicações de 

apenas algumas kilobases [Heng et al., 1992; Wiegant et al., 1992], utilizando fibras de 

cromatina estendidas e tendo a capacidade de caracterizar rearranjos cromossómicos 

complexos. A fiber FISH é um recurso poderoso no mapeamento de sequências de 

DNA, em regiões específicas do genoma, pois permite a exacta localização relativa e 

determinação da distância entre sequências adjacentes [Florijn et al., 1995; Giles et al., 

1997]. 

Todas estas metodologias, desde a FISH mais básica aos protocolos mais 

avançados e especializados permitiram uma análise cada vez mais detalhada ao nível 

da morfologia dos cromossomas, mas num outro nível de resolução. 

1.1.2.2 Comparative Genomic Hybridization  

O príncipio básico da técnica de FISH foi desenvolvido numa outra metodologia, a 

Comparative Genomic Hybridization (CGH), que permite analisar em simultâneo todo o 

genoma. Em vez das sondas, o DNA do paciente e um DNA de referência marcados 

com fluoróforos diferentes, são hibridizados em metafases de um controlo normal 

espalhadas em lâmina de vidro. Com um software adequado, o rácio de fluorescência é 

calculado ao longo da sequência de cada cromossoma, reflectindo o número de cópias 

relativo para cada região cromossómica do paciente comparativamente ao do genoma 

de referência [Kallioniemi et al., 1992]. Esta técnica tornou possível a detecção de 
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desequilíbrios cromossómicos em amostras onde não se conseguia realizar o estudo 

citogenético convencional, por insucesso da cultura ou falta de qualidade das 

metafases, como é o caso de algumas amostras tumorais. 

1.1.2.3 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification  

No ano de 2002, Shouten e colaboradores descrevem um novo método para a 

quantificação rápida e precisa de mais de 40 sequências de DNA numa só experiência, 

a Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Trata-se de uma técnica 

de PCR multiplex robusta, que se baseia na hibridização e ligação de duas sondas 

adjacentes complementares à sequência alvo (Fig. 4a). Só se a sequência alvo estiver 

presente ocorre hibridização e subsequentemente ligação das duas sondas (por uma 

ligase termoestável), esta sequência é que será o template para a amplificação por PCR 

(Fig. 4b). As diferentes sondas de uma mesma experiência têm sequências terminais 

comuns, logo podem ser amplificadas em simultâneo com apenas um par de primers 

universal (um deles marcado com um fluoróforo). Uma das duas sondas (para cada 

sequência alvo) contém ainda uma sequência stuffer, destinada a produzir um 

fragmento de tamanho pré-definido e cujo comprimento varia dentro de cada 

experiência para os diferentes loci alvo (Fig. 4c). Os produtos de PCR resultantes 

poderão ser separados por electroforese capilar de acordo com o seu tamanho e 

quantificados (Fig. 4d). A quantidade de produto de PCR, para cada sequência, é 

proporcional à quantidade de DNA alvo presente na amostra. O uso de vários 

fluoróforos para detecção, permite na mesma amostra combinar um maior número de 

sondas e aumentar a resolução da electroforese capilar [Schouten et al., 2002; White 

et al., 2004] . 

A técnica de MLPA veio parcialmente substituir a técnica de FISH, tendo como 

principais vantagens: utilizar uma pequena quantidade de DNA (20 – 80 ηg), dispensar 

cultura celular ou núcleos bem preservados; permitir o processamento de um maior 

número de amostras em simultâneo e maior rapidez da análise; permitir a pesquisa de 

um maior número de loci para uma mesma região ou mesmo várias regiões/genes em 

simultâneo; proporcionar uma maior fiabilidade e precisão na detecção de 

amplificações como duplicações e triplicações, que escapam muitas vezes à resolução 

da técnica de FISH. Mas, por outro lado não é adequada no caso da pesquisa e 
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caracterização de rearranjos cromossómicos estruturais, pois não detecta os 

equilibrados nem permite localizar as sequências para propor o seu mecanismo de 

formação. A MLPA não detecta ploidias, uma vez que se trata de uma quantificação 

relativa, nem permite um diagnóstico claro em situações de mosaicismo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

[adaptado de MRC-Holland, www.mlpa.com/] 

Figura 4 – Esquema representativo da técnica de MLPA. (a) Hibridização das duas sondas adjacentes 

específicas para cada sequência alvo; (b) Reacção de ligação pela enzima ligase; (c) Produtos resultantes 

após a amplificação por PCR; (d) Separação por electroforese capilar e quantificação. 
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1.1.3 Array Comparative Genomic Hybridization  

Em 1997 foi desenvolvida uma variante da CGH, a array-based Comparative Genomic 

Hybridization (array-CGH), em que o DNA do paciente e o DNA de referência são 

hibridizados num (micro)array de sondas de DNA imobilizadas numa lâmina de vidro 

segundo um modelo pré-definido [Solinas-Toldo et al., 1997; Pinkel et al., 1998]. O 

rácio de fluorescência é medido para cada spot do array, reflectindo o número de 

cópias do DNA teste relativamente ao de referência para o locus de cada sonda (Fig. 5).  

 

 

 

Figura 5 – Representação esquemática das etapas fundamentais da técnica de array-CGH: o DNA teste 

e de referência são marcados diferencialmente com os fluoróforos Cy3 ou Cy5, após o bloqueio das 

sequências repetitivas com a COT-1 DNA as amostras são hibridizadas no array; o dispositivo de array 

pode conter sequências do tipo BAC ou oligonucleótidos; após a hibridização o rácio de fluorescência 

(Cy3:Cy5), para cada “spot”, revela a diferença no número de cópias entre as duas amostras. Para cada 

amostra é realizada uma segunda hibridização com a marcação inversa, o método “dye-swap”, esta 

segunda análise reversa (linha azul) permite eliminar sinais de ruído que não serão observados na 

hibridização reversa [adaptado de Feuk et al., 2006]. 
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1.1.3.1 Array-CGH utilizando clones do tipo BAC  

Estas plataformas de array eram construídas com clones do tipo BAC e PAC cobrindo 

todo o genoma (BAC array) e foram na sua maioria formatos produzidos no próprio 

laboratório e não comerciais [Solinas-Toldo et al., 1997; Pinkel et al., 1998]. Os BAC 

array permitiam a detecção de deleções e duplicações aproximadamente 100 vezes 

mais pequenas do que as identificáveis pela citogenética convencional. A sua resolução 

dependia da distância entre a posição genómica das sondas assim como do seu 

tamanho. As primeiras plataformas continham aproximadamente um clone por Mb 

(cerca de 3500 clones do tipo BAC cobrindo o genoma), seguindo-se um array com 

uma resolução 10 vezes superior (de 33000 BACs). Esta técnica baseia-se na 

hibridização competitiva do DNA teste e do DNA de referência marcados com 

fluoróforos diferentes Cy3 (Cyanine 3) ou Cy5 (Cyanine 5), num array com cada um dos 

clones BAC imobilizados. A leitura do array é realizada por um scanner de elevada 

resolução (10 µm), na imagem recolhida é calculado para cada spot a intensidade 

relativa da fluorescência de cada um dos fluoróforos. As regiões cromossómicas com 

sequências igualmente representadas nos genomas das duas amostras aparecem com 

um espectro amarelo, mas as que estão deletadas na amostra teste aparecem com 

predominância do verde (marcação do DNA de referência) e as regiões amplificadas 

surgem com predominância do espectro vermelho (marcação do DNA teste). Esta 

avaliação resulta em rácios de intensidade para cada um dos clones testados no array, 

reflectindo as alterações no número de cópias que podem ter um perfil de visualização 

consoante o software de análise utilizado. 

 A grande tendência de evolução das plataformas de array focou-se 

essencialmente num maior número de sequências testadas e numa diminuição do seu 

tamanho, ambas com grande impacto ao nível da resolução. Estas plataformas 

utilizaram desde clones do tipo BAC, YAC (Yeast Artificial Chromosomes) ou PAC (40-

200 kb), seguiram-se os do tipo cosmídeo e fosmídeo (1.5-4.5 kb) [Pinkel e Albertson, 

2005], clones de cDNA (0.5-2 kb), produtos de PCR (100 bp-1.5 kb) e oligonucleótidos 

(25-80 bp). Enquanto a resolução de um array cobrindo todo o genoma depende do 

número, distribuição e tamanho das sondas, a capacidade de detectar variação no 
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número de cópias depende do rácio sinal/ruído e das características de resposta da 

sonda [Ylstra et al., 2006]. 

1.1.3.2 Array-CGH utilizando Oligonucleótidos 

Os oligonucleótidos proporcionaram um elevado potencial de resolução para as 

plataformas de array-CGH, e cedo surgiram plataformas construídas de um modo 

automatizado com oligonucleótidos previamente sintetizados [Carvalho et al., 2004]. 

Tal como para as plataformas de clones, um máximo de cerca de 60,000 

oligonucleótidos pode ser aplicado no suporte do array (lâmina de vidro), de modo que 

a sua cobertura está limitada a 50 kb. Posteriormente, surgiram formas comerciais em 

que os oligonucleótidos são sintetizados directamente no suporte. A Agilent e a 

OGT utilizam aplicações tecnológicas que permitem a síntese dos oligonucleótidos 

“spot-by-spot”, tendo já atingido os 244,000 oligonucleótidos por array. A 

NimbleGen utiliza uma tecnologia que permite a síntese dos oligonucleótidos por 

fotolitografia e atingiu os 385,000 oligonucleótidos por array, posteriormente surgiram 

plataformas de 2.1 milhões (HD2) e que potencialmente poderão atingir os 4.2 milhões 

de oligonucleótidos [Carter, 2007].  

Uma desvantagem do array-CGH de oligonucleótidos (oligo array-CGH), é o 

fraco rácio sinal/ruído das hibridizações que leva a uma variação considerável nos 

rácios finais. Tipicamente, o desvio padrão dos rácios log2 num array de 

oligonucleótidos é da ordem de 0.25, enquanto na plataforma de BACs o desvio 

padrão é da ordem de 0.05. Além disso o sinal da sonda tende a ser suprimido pelas 

alterações de rácio. Por causa destas limitações, os resultados para alguns nucleótidos 

têm de ser normalizados (averaged) de forma a reduzir a variação dos valores dentro 

de limites aceitáveis, o que reduz o poder de resolução global do array [Carter, 2007]. 

Na prática o poder de resolução destas plataformas ficará entre 40-60 kb. As regiões 

do genoma mais ricas em sequências repetitivas têm uma menor cobertura 

relativamente às regiões mais ricas em genes com uma cobertura mais densa, pelas 

sondas presentes no array, o que lhes confere uma maior resolução. Estas plataformas 

podem ser construídas para projectos direccionados, uma vez que os oligonucleótidos 

podem ser desenhados de forma a atingir uma resolução quase ao nível do nucleótido, 

com uma sobreposição entre oligonucleótidos de um par de bases ao longo da 
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sequência da região de interesse. No caso dos pontos de quebra de translocações foi 

possível, com este tipo de abordagem, mapear estas regiões ao nível dos 4 bp [Gribble 

et al., 2007]. 

1.1.3.3 Single Nucleotide Polymorphism array 

Esta plataforma de array foi inicialmente desenvolvida para estudos genómicos de 

linkage e de associação em certas patologias. As sondas utilizadas são um tipo 

específico de oligonucleótidos, os single nucleotide polymorphism (SNP), depois 

também utilizadas na construção de plataformas de array para análise do número de 

cópias (Affymetrix e Illumina). A vantagem deste array é que para além da análise 

do número de cópias pode identificar perda de heterozigotia (LOH) ao nível do 

nucleótido. Estas plataformas são constituídas por oligonucleótidos de 25-mer, 

estando cada SNP representado por uma cadeia sense e antisense. No SNP array 

apenas um DNA genómico é hibridizado no array, as variações no número de cópias 

são identificadas por comparação com hibridizações independentes do controlo. A 

maior vantagem deste tipo de array é que pode ser utilizado tanto para análise do 

número de cópias como para estudos de genotipagem [Bignell et al., 2004; Speicher e 

Carter, 2005]. 

1.2 A Variabilidade do Genoma Humano 

A análise do genoma humano de dois indivíduos não aparentados permite-nos 

observar uma semelhança entre sequências de DNA que atinge cerca de 99,9%, 

resultando apenas em 3 milhões de pares de bases diferentes [Przeworski et al., 2000; 

Reich et al., 2002]. O projecto de sequenciação do genoma humano foi construído 

usando sobretudo o DNA de um único indivíduo, sendo assim não permitiu por si só 

um total esclarecimento sobre a extensão destas regiões variáveis. Para atingir este 

objectivo foi iniciado um outro projecto, o “International HapMap Project” [The 

International HapMap Consortium, 2003]. Este projecto tem por finalidade descrever 

os padrões comuns da variabilidade genética, proporcionando um recurso chave para 

os investigadores na sua procura de genes responsáveis por susceptibilidade ou 

resistência a patologias, a fármacos e factores ambientais. A maioria destes estudos 

sobre a variabilidade do genoma humano focaram-se nos SNPs. No entanto, as regiões 
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variáveis do genoma humano podem envolver apenas um nucleótido até segmentos 

cromossómicos superiores a 10 Mb.  

1.2.1 Variantes Genómicas 

As primeiras diferenças observadas na constituição genética dos indivíduos consistiam 

em alterações no número e estrutura dos cromossomas. Algumas destas alterações, 

como é o caso das aneuploidias e de alguns rearranjos estruturais desequilibrados, 

estavam muitas vezes associadas a patologia, mas outras não como os 

heteromorfismos [Verma et al., 1978] e os pontos de fragilidade [Gardner e 

Sutherland, 2004], sendo identificáveis ao microscópio. Estas variantes de tamanho 

igual ou superior a 3 Mb podem definir-se como variantes estruturais microscópicas. 

Com o advento da biologia molecular e em particular das técnicas de sequenciação, 

observaram-se alterações muito mais pequenas. Estas variações incluíam SNPs, 

repetições de pequenas sequências de DNA designados por Variable Number of 

Tandem Repeats (VNTRs, por exemplo mini- e microssatélites), e pequenas (< 1 kb) 

inserções, deleções, inversões e duplicações [Wright, 2003].  

Estima-se que existam pelo menos 10 milhões de SNPs na população [Kruglyak 

e Nickerson, 2001], o que dá em média 1 em cada 300 nucleótidos de entre os ~3 

biliões de pares de nucleótidos que constituem o genoma de cada indivíduo. Com as 

plataformas de array tem sido possível revelar variações na sequência do genoma 

humano de ~1 kb a 3 Mb, consideradas variações estruturais submicroscópicas [Feuk 

et al., 2006]. Nos últimos anos foram descritas centenas de Copy Number Variants 

(CNVs) submicroscópicas e inversões do genoma humano [Tuzun et al., 2005; Sharp et 

al., 2005].  

Uma Copy Number Variant (CNV) é definida como um segmento de DNA no 

mínimo de 1 kb que difere no número de cópias relativamente a um genoma de 

referência representativo da população. A designação de “CNV” não implica significado 

clínico, assim sendo a classificação em CNV benigna ou patogénica é necessária, 

também não está implícito o número de cópias relativo, se é deleção ou duplicação 

terá de ser especificado [Kearney et al., 2011]. Esta designação atribui-se a variantes 

que se observam com uma frequência <1% na população, caso contrário denomina-se 

polimorfismo ou seja Copy Number Polimorphism (CNP) [Feuk et al., 2006]. 
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O conceito de desequilíbrio genómico refere-se a perda ou ganho na sequência 

do genoma cuja expressão pode resultar em fenótipo patológico. Estes desequilíbrios 

podem ser originados por recombinação homóloga não-alélica em regiões de 

duplicações segmentais, por non-homologous end-joining, por fork stalling and 

template switching ou ainda por um mecanismo denominado de chromothripsis. Estes 

mecanismos podem ocorrer na meiose (células germinativas), mas também podem 

ocorrer nas células somáticas levando a situações de mosaicismo e ao processo de 

carcinogénese [Gu et al., 2008]. 

1.2.2 Mecanismos na Origem da Variabilidade Genómica 

1.2.2.1 Recombinação Homóloga Não-Alélica  

As espécies diplóides têm uma vantagem evolutiva significativa através do mecanismo 

que ocorre na meiose e que se designa por recombinação homóloga. Este processo 

pode resultar do crossover entre cromossomas homólogos e consequentemente na 

troca de segmentos genómicos. O crossing over foi pela primeira vez descrito por 

Thomas Hunt Morgan [1911], ocorre entre as sequências homólogas emparelhadas, 

durante a prófase I, havendo quebra e re-união com troca de segmentos [Morgan, 

1911]. Se a quebra ocorrer no mesmo locus das sequências de pares de bases, o 

resultado é apenas a troca de segmentos cromossómicos entre os homólogos 

parentais, o resultado é normal gerando apenas variabilidade. Contudo, neste 

processo propicia-se muitas vezes a ocorrência de erros. A homologia de sequência 

entre repetições pode originar um alinhamento imperfeito entre cromatídeos, não 

exactamente entre sequências correspondentes, levando a um crossing over desigual. 

Estes erros serão muito provavelmente os responsáveis pela formação de VNTRs, 

ocorrendo por todo o genoma [Ostertag et al., 2003]. Se as regiões repetitivas são de 

maior tamanho, designam-se por elementos Low Copy Repeat (LCR) ou duplicações 

segmentais (1–200 kb), sendo estas muito abundantes nas regiões pericentroméricas e 

subteloméricas [Bailey et al., 2001; Eichler, 2001; Bailey et al., 2002]. Se ocorrer 

crossing over entre regiões de LCRs pode resultar na duplicação de genes num dos 

homólogos e deleção no outro, este processo denomina-se recombinação homóloga 
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não-alélica (Non Allelic Homologous Recombination – NAHR) [Emanuel e Shaikh,  

2001]. 

 Este mecanismo medeia muitas das microdeleções e microduplicações 

recorrentes (Fig. 6a), nomeadamente das síndromes associadas às regiões 22q11.2, 

7q11.23 e 17p11.2. 

1.2.2.2 Non-Homologous End-Joining  

Um outro mecanismo envolvido nos rearranjos genómicos, mas entre regiões não 

homólogas, denomina-se Non-Homologous End-Joining (NHEJ). Pensa-se ser 

responsável por muitas das translocações associadas à carcinogénese ou por 

microdeleções e translocações não recorrentes (Fig. 6b). É a via principal de reparação 

das quebras do DNA de cadeia dupla nas fases do ciclo celular G0, G1 ou início da S 

[Lieber et al., 2003]. Algumas das enzimas envolvidas na re-ligação directa ou NHEJ, 

estão também envolvidas no processo de recombinação V(D)J que ocorre durante a 

maturação das células B e T e que é responsável pela variabilidade dos genes que 

codificam para as imunoglobulinas e receptores das células T [Grawunder et al., 1998]. 

1.2.2.3 Fork Stalling and Template Switching 

Fork Stalling and Template Switching (FoSTeS) é um mecanismo baseado na replicação 

ao contrário dos mecanismos de NAHR e NHEJ que se baseiam na recombinação. Este 

mecanismo está na origem de alguns rearranjos complexos não recorrentes 

responsáveis por patologias como a doença de Pelizaeus-Merzbacher [Lee et al., 2007] 

e as duplicações e triplicações do gene MECP2 [del Gaudio et al., 2006]. No mecanismo 

de FoSTeS é proposto que durante a replicação do DNA, o “garfo” de replicação pára 

quando encontra uma quebra na sequência, muitas vezes junto a regiões de LCRs. A 

cadeia de síntese solta-se gradualmente e liga-se a outra região com microhomologia 

(Microhomology-Mediated Break-Induced Replication - MMBIR) [Hastings et al., 2009] 

e com o garfo de replicação activo, podendo evoluir na direcção 5’ para 3’ ou inversa, 

esta região pode estar fisicamente próxima mas à distância linear de algumas 

megabases (Fig. 6c). Este processo pode repetir-se e originar rearranjos complexos 

incluindo duplicações, triplicações, deleções e inversões [Lee et al., 2007]. 
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1.2.2.4 Chromothripsis 

Este mecanismo resulta da reparação da sequência de DNA após um fenómeno súbito 

que origina múltiplas quebras na cadeia (shattering), formam-se numerosos 

segmentos com a subsequente reparação do DNA que é propícia à ocorrência de erros 

e vários rearranjos (Fig. 6d). Este mecanismo ocorre não só no contexto da 

carcinogénese como nas linhas germinativas [Weischenfeldt et al., 2013]. 

1.3 Patologias do Neurodesenvolvimento e Comportamento 

1.3.1 Défice Intelectual 

O défice intelectual (DI), designação que veio substituir a de “atraso mental” [Schalock 

et al., 2007], é um distúrbio do sistema nervoso central de grande heterogeneidade 

clínica e genética.  

 O DI envolve limitações nas capacidades cognitivas com impacto no 

funcionamento adaptativo em três domínios, estes domínios determinam o modo 

como um indivíduo se adapta aos aspectos da vida diária. O domínio conceptual, 

engloba a linguagem, leitura, escrita, matemática, conhecimentos e memória; o 

domínio social refere-se à empatia, atitude social, comunicação interpessoal e 

capacidade de estabelecer e manter relações de amizade; e o domínio prático de 

cuidado pessoal, relação com as responsabilidades de trabalho e escolares, e outros 

aspectos práticos da rotina diária. Os seus sintomas começam a manifestar-se durante 

o desenvolvimento e o seu diagnóstico é baseado na gravidade dos défices do 

funcionamento adaptativo. É um distúrbio crónico que muitas vezes ocorre em 

simultâneo com outros distúrbios mentais como a depressão, a hiperactividade e 

défice de atenção e o espectro do autismo [American Psychiatric Association, 2013].  

 Pelas novas directrizes da Sociedade Americana de Psiquiatria, descritas no 

Diagnostic and statistic Manual of Mental Disorders (DSM–5), o diagnóstico do DI deve 

basear-se tanto na avaliação clínica como nos testes standard de inteligência, mas a 

determinação do sua gravidade deve basear-se na função adaptativa em vez de apenas 

nos valores do quociente de inteligência (QI) que no caso do DI apresenta valores 

iguais ou inferiores a 70 [American Psychiatric Association, 2013].  
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 Estima-se que 2 a 3% de indivíduos da população geral sofram de DI, com uma 

frequência 1.3 a 1.9 superior no sexo masculino relativamente ao feminino. Contudo, a 

prevalência é bastante variável entre estudos pela diversidade de grupos avaliados, 

das metodologias e critérios utilizados. Se o DI for a única manifestação clinica é 

denominado de não-sindrómico, se estiver associado com outras anomalias físicas 

e/ou do comportamento, é denominado de sindrómico [Winnepenninchx et al., 2003]. 

 

1.3.2 Autismo 

O autismo (MIM#209850) engloba um grupo heterogéneo de distúrbios do 

neurodesenvolvimento, denominando-se por isso de Perturbações do Espectro do 

Autismo (PEA).  

As PEA caracterizam-se por limitações funcionais em três áreas do 

neurodesenvolvimento: interacção social, comunicação/linguagem, e comportamento 

repetitivo (restrito e/ou estereotipado). As manifestações clínicas surgem na maioria 

dos casos antes dos 3 anos de idade, ocorrendo predominantemente no sexo 

masculino numa proporção de 4:1. Concomitantemente às manifestações da PEA, 

verifica-se em cerca de 75% dos casos a presença de DI, convulsões em 15 a 30%, 

Perturbação da Hiperactividade e Défice de Atenção (PHDA) em 59-75% dos casos, 

esquizofrenia em 5%, distúrbio obsessivo-compulsivo em cerca de 60% e anomalias 

electroencefalográficas em 20 a 50% dos casos [Fombonne, 2001].  

O diagnóstico baseia-se na observação clinica. Existem dois instrumentos de 

diagnóstico considerados o gold standard: o “Autism Diagnostic Interview-Revised” 

(ADI-R) que se baseia numa entrevista aos pais semi-estruturada [Lord et al., 1997], e o 

“Autism Diagnostic Observation Schedule” (ADOS) que utiliza observação e interacção 

com a criança [Lord et al., 2000]. No contexto clínico é muito utilizado o “Childhood 

Autism Rating Scale” (CARS), para quantificação da gravidade [Schopler et al., 1991]. O 

“Modified Checklist for Autism in Toddlers” (M-CHAT), desenvolvido no fim dos anos 

90, é um breve questionário relativo ao desenvolvimento e comportamento da 

criança, utilizado entre os 18 e os 24 meses, com o objectivo de rastrear precocemente 

as PEA [Robins et al., 2001].  

As PEA apresentam uma prevalência que varia entre 0.9-2,6% [Kogan et al., 

2007; Kim et al., 2011], a prevalência em Portugal é de aproximadamente 10 por 
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10000 crianças do 1º ciclo [Oliveira et al., 2007]. Existem fortes evidências de estudos 

familiares para o envolvimento de factores genéticos no autismo. A taxa de 

recorrência das situações de autismo quando já existe um caso índex é de 8-10%, 25 

vezes superior à da população em geral [Abrahams e Geschwind, 2008]. Vários estudos 

têm demonstrado uma elevada taxa de concordância (88%) entre gémeos 

monozigóticos relativamente aos dizigóticos (31%) [Rosenberg et al., 2009].  

O DI e as PEA são distúrbios do neurodesenvolvimento que se cruzam muitas 

vezes tanto nas suas manifestações clínicas como na etiologia. As causas genéticas são 

muitas vezes comuns, embora com frequências de manifestação distintas, passando 

tanto pelas aneuploidias como a Síndrome de Down e a Síndrome de Turner, pelas 

síndromes de genes contíguos nomeadamente a Síndrome de Angelman, a duplicação 

15q11q13, a microdeleção 22q13, a microdeleção/duplicação 16p11.2, como pelas 

alterações monogénicas tanto autossómicas como ligadas ao cromossoma X. A 

Síndrome de X-frágil é a forma familiar mais comum, em particular no sexo masculino, 

no caso do DI. 

1.4 Desequilíbrios Genómicos na Etiologia do Défice Intelectual, Autismo e 

Anomalias Congénitas 

Os desequilíbrios genómicos podem ser cromossómicos (microscópicos), segmentos 

genómicos submicroscópicos, ou monogénicos. Na realidade mesmo quando estão 

envolvidos segmentos com vários genes em deleção ou duplicação ou apenas um 

gene, as anomalias fenotípicas podem ser resultantes da alteração na expressão de um 

único gene, entre os vários envolvidos no desequilíbrio, ou ao efeito pleiotrópico do 

único gene mutado.  

1.4.1 Anomalias Cromossómicas 

A Síndrome de Down (trissomia 21) continua a representar a causa genética mais 

comum de défice intelectual (ligeiro a moderado), com uma incidência 1/800 nados 

vivos [Roizen e Patterson, 2003]. Esta síndrome é acompanhada por anomalias 

craniofaciais, hipotonia, mas também são frequentes malformações major 

nomeadamente a nível cardíaco, risco elevado para leucemia linfocítica aguda entre 
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outras patologias. No entanto apenas alguns dos genes envolvidos foram identificados 

como responsáveis pela sua patofisiologia [Antonarakis et al., 2004].  

Para além das aneuploidias, outras cromossomopatias como rearranjos 

estruturais desequilibrados incluindo derivativos de translocações ou inserções, 

cromossomas recombinantes, deleções, duplicações, cromossomas marcadores, 

podem ser diagnosticados pela citogenética convencional com uma resolução de 3-10 

Mb. Estes rearranjos são responsáveis por 10-15% dos casos de DI [Rauch et al., 2006; 

Ropers, 2008], muitas vezes associado a distúrbios do espectro do autismo e/ou 

malformações congénitas. 

 

1.4.2 Aneusomias Segmentais e as Síndromes de Genes Contíguos 

As aneusomias segmentais são desequilíbrios genómicos que podem envolver 

deleções e/ou duplicações. Quando um grupo de genes adjacentes de uma 

determinada região cromossómica está envolvido numa patologia, de um modo 

recorrente, é utilizada a designação de síndrome de genes contíguos [Schmickel, 

1986]. Algumas síndromes de microdeleção começaram por ser identificadas pela 

citogenética convencional, nomeadamente as síndromes de Prader-Willi/Angelman 

[Butler et al., 1986] e a síndrome de Wolf-Hirschhorn [Hirschhorn et al., 1965; Wolf et 

al., 1965]. Mas só com o advento das técnicas de citogenética molecular, primeiro a 

FISH e mais tarde a MLPA, foi possível uma detecção rápida e precisa destas alterações 

geralmente submicroscópicas confirmando o diagnóstico clínico, com uma prevalência 

global de 5,3% [Rauch et al., 2006], nomeadamente nas síndromes de Williams-

Beuren, Velo-Cardio-Facial, Smith-Magenis e Miller-Diecker. O rastreio das regiões 

subteloméricas veio ainda permitir o diagnóstico em 2,5 a 5 % dos casos com DI, 

muitas vezes também associado a distúrbios do comportamento e malformações 

congénitas [Knight et al., 1999]. 

A implementação das técnicas de microarray na citogenética clínica levou à sua 

aplicação a grandes grupos de pacientes com DI, outros distúrbios do 

neurodesenvolvimento como o autismo, muitas vezes com malformações congénitas 

associadas. Consequentemente a identificação de CNVs específicas destes pacientes 

relativamente aos controlos conduziu à rápida descoberta de um grande número de 
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novas síndromes de microdeleção e microduplicação associados a estes distúrbios do 

desenvolvimento [Mefford e Eichler, 2009]. No entanto, a genómica aumentou de tal 

forma o leque de diagnósticos que a grande maioria das vezes as alterações 

encontradas não são até à data recorrentes e levantam dúvidas quanto à sua 

causalidade, torna-se assim necessário não só estruturar como aumentar o 

intercâmbio de informação na comunidade científica de forma a que o número de 

CNVs com significado incerto seja cada vez menor. 

1.4.3 Interpretação das CNVs  – princípios e dilemas 

A ocorrência das CNVs no genoma e os dilemas da interpretação da sua 

patogenicidade, constituem desafios comuns e de longa data que são do 

conhecimento dos geneticistas desde os primeiros diagnósticos das 

cromossomopatias.  

Em 50 anos de experiência da citogenética convencional algumas regras gerais 

foram sendo formuladas e aplicadas na interpretação das variantes cromossómicas. É 

no entanto expectável que na nova era da genómica, com as técnicas de array-CGH 

que proporcionam uma resolução ao nível submicroscópico atingindo alguns pares de 

nucleótidos, os desafios que surgem na sua interpretação sejam maiores ou mesmo 

mais complexos. Torna-se assim imperativo na sua análise determinar: 

 que CNVs são benignas, sem relação com o fenótipo; 

 quais estão associadas à patologia, sendo causais; 

 quais permanecem sem classificação com “significado incerto”. 

1.4.3.1 Variantes frequentes na população – benignas 

O reconhecimento de uma variante benigna deve estar bem documentado de forma a 

poder ser utilizado para fins de diagnóstico. Estudos colaborativos em larga escala de 

grupos populacionais “normais” resultaram numa listagem acessível das denominadas 

CNVs “benignas”. Na tentativa de mapear estas variantes, plataformas de array com 

uma resolução cada vez superior foram sendo aplicadas com o objectivo de identificar 

CNVs sem consequências ou com um impacto minor ao nível dos genes [Wong et al., 

2007; de Smith et al., 2007; Perry et al., 2008]. Existem contudo vários genes parcial ou 
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totalmente incluídos nestas regiões variáveis aparentemente benignas, cerca de 68% 

de 800 CNVs reportadas com uma frequência de pelo menos 3% (de nível polimórfico) 

são sobreponíveis à sequência de genes [Wong et al., 2007] e 14,5% dos genes estão 

descritos associados a patologia [Redon et al., 2006]. Durante a interpretação das 

CNVs toda esta informação deve estar acessível e facilmente visualizável. 

Após a publicação dos primeiros artigos que reportavam a prevalência de CNVs 

no genoma de indivíduos saudáveis, clinicamente sem patologia [Iafrate et al., 2004; 

Sebat et al., 2004], surge a necessidade de catalogar esta informação num formato 

acessível à comunidade científica, tanto a investigadores como clínicos. Com este 

objectivo foi criada uma base que reúne variações estruturais do genoma humano, de 

tamanho superior a 50 kb, a Database of Genomic Variants (DGV) [MacDonald et al., 

2014]. Esta informação tanto pode ser consultada directamente na base de dados 

[http://dgv.tcag.ca/], como através de outros browsers do genoma incluindo a UCSC 

(University of California Santa Cruz) Genome Browser [http://genome.ucsc.edu/]. 

1.4.3.2 CNVs raras Herdadas – são benignas? 

Considerando o princípio de que se um progenitor saudável é portador de uma CNV 

pouco frequente, esta será muito provavelmente uma variante benigna, sobretudo se 

estiver presente em uma ou mais gerações sem causar patologia. No entanto, é 

preciso ter sempre presente a penetrância incompleta e expressividade variável 

observada na herança de microdeleções e microduplicações associadas a síndromes já 

reportadas. Existem ainda outras condicionantes da expressão génica, nomeadamente 

os genes sujeitos ao processo de imprinting, só expressos pelo alelo herdado de um 

dos progenitores e “silenciados” no outro alelo. Também uma CNV em deleção pode 

levar à expressão do outro alelo, associado a uma patologia autossómica recessiva. 

Sendo assim, mesmo no caso de uma CNV herdada por vários indivíduos através de 

numerosas gerações como uma variante benigna, a herança do segundo progenitor 

quer de um gene mutado ou da mesma CNV no caso da co-sanguinidade, poderá 

conduzir a que a mesma CNV deixe de ser “benigna” [de Ravel, 2009]. 
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1.4.3.3 CNVs recorrentes associadas a um fenótipo específico  

 Tal como aconteceu na citogenética convencional, desde a trissomia 21 associada à 

Síndrome de Down, às várias síndromes de microdeleção já estabelecidas, a sua 

patogenicidade ficou comprovada pela recorrente associação a um determinado 

fenótipo.  

Com as técnicas de array-CGH a grande maioria das CNVs observadas são até à 

data raras, não havendo outros casos previamente reportados, o que dificulta a sua 

interpretação. De modo a que seja possível progressivamente estabelecer a 

causalidade num maior número de CNVs relativamente a um determinado fenótipo, é 

necessária a recolha de um grande número de genótipos e fenótipos associados. 

Assim, têm sido criadas bases de dados em algumas universidades e consórcios 

internacionais nomeadamente a DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype 

in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER), que estimulam este processo de 

recolha contribuindo para uma interpretação mais robusta dos desequilíbrios 

genómicos potencialmente patogénicos. É também disponibilizada uma listagem das 

síndromes, algumas já uma entidade na base de dados Online Mendelian Inheritance in 

Man (OMIM), que constitui também um catálogo dos genes e das patologias genéticas 

humanas. 

Com a nova era da genómica novas síndromes de microdeleção e 

microduplicação têm sido estabelecidas [Mefford e Eichler, 2009]. Algumas das novas 

microdeleções foram identificadas em pacientes com quadros clínicos semelhantes, 

sendo consideradas sindrómicas, como é exemplo da microdeleção 17q21.31 descrita 

por três grupos em simultâneo [Koolen et al., 2006; Sharp et al., 2006; Shaw-Smith et 

al., 2006]. Esta síndrome está associada a DI moderado a severo, hipotonia, 

dismorfismos faciais, ocasionalmente anomalias cardíacas ou renais e convulsões. É 

uma microdeleção de 500 a 650 kb, submicroscópica, de novo e nunca observada em 

amostras controlo de indivíduos saudáveis, estima-se uma prevalência de 1 em 16.000 

indivíduos [Koolen et al., 2008]. A deleção na região 15q24, muito mais rara e de 

tamanho mais variável, foi observada em pacientes com um quadro de DI, atraso grave 

na linguagem, dismorfismos, hipotonia, hiperlaxidez dos joelhos, e manifestações do 

espectro do autismo [Mefford et al., 2012]. Mas, outras microdeleções e 
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microduplicações também recorrentes estão associados a um fenótipo muito variável. 

As deleções na região 1q21.1 estão associadas a graus muito variáveis de DI, nalguns 

casos microcefalia ou mesmo esquizofrenia, muitas vezes herdadas de um progenitor 

com um quadro ligeiro ou mesmo sem alterações. Já duplicações da mesma região têm 

sido associadas a quadros de DI moderado a ligeiro, macrocefalia e manifestações do 

espectro do autismo [Brunetti-Pierri et al., 2008]. Outra CNV de expressão muito 

variável é a deleção 16p11.2, identificada em pacientes com PEA com uma frequência 

>1% [Weiss et al., 2008], mas nalguns apenas está presente o DI [Rosenfeld et al., 

2009] e noutros pacientes a obesidade precoce com ou sem DI [Walters et al., 2010].  

1.4.3.4 CNVs maiores serão mais provavelmente causais 

Tal como já acontecia na citogenética, quando uma CNV não corresponde a uma 

síndrome reconhecida, muitas vezes o seu tamanho é correlacionado com a 

causalidade. Contudo, mesmo as grandes CNVs, muitas vezes superiores a 1 Mb 

podem ser observadas em indivíduos “normais”, o tamanho pode ser um indicativo 

mas nunca por si só um bom determinante da causalidade. Surge assim, a necessidade 

de consultar as bases de dados para a interpretação de cada CNV identificada durante 

a análise por array-CGH. 

A história familiar e um exame clínico detalhado são co-adjuvantes essenciais 

durante o processo de interpretação das CNVs, devem ser registados e disponibilizados 

ao laboratório. A utilização de bases de dados com a informação estruturada, com as 

interfaces necessárias a outras fontes de informação, não só das CNVs frequentes na 

população, como das síndromes reconhecidas com diferentes graus de penetrância, 

detalhes dos genes envolvidos e patologias associadas, informação de pacientes 

semelhantes já reportados, devem ser convenientemente consultadas. Esta análise 

permitirá fundamentar e sempre que possível tirar conclusões sobre a causalidade de 

cada CNV. 
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1.4.3.5 O novo paradigma das CNVs mendelianas 

As CNVs podem ser classificadas de acordo com as categorias genéticas convencionais 

de transmissão mendeliana. Existem CNVs aparentemente benignas responsáveis por 

distúrbios autossómicos recessivos, autossómicos dominantes, ligados ao X ou 

associadas a imprinting. 

CNVs associadas a distúrbios de transmissão autossómica recessiva  

Por analogia às patologias de transmissão autossómica recessiva, nas CNVs 

autossómicas recessivas a patologia resulta da ausência do produto correcto 

codificado por um determinado gene localizado num locus específico dentro dessa 

região. O que poderá resultar quer da nulissomia desse locus, quer da combinação de 

uma microdeleção que inclua o gene, total ou parcialmente, num dos homólogos e 

uma mutação pontual no outro alelo. Muito frequentemente resultam da herança de 

alelos nulos, um de cada progenitor, mas que no estado de hemizigotia são CNVs 

benignas. O seu risco de recorrência é de 25%, e a sua prevalência está relacionada 

com a frequência da CNV na população. 

Um exemplo de uma microdeleção intragénica numa região variável é a 

Síndrome de Cohen. Esta é caracterizada por défice intelectual moderado a severo, 

microcefalia, obesidade do tronco, um facies típico com distrofia da retina e miopia 

acentuada. É uma síndrome autossómica recessiva provocada por mutações no gene 

COH1. No entanto, em cerca de 36% dos pacientes cumprindo os critérios clínicos, 

apenas um alelo ou mesmo em nenhum deles se encontra a mutação por 

sequenciação [Kolehmainen et al., 2003]. Este locus é contudo muito coberto por CNVs 

reportadas na DGV. Nalguns pacientes têm sido no entanto identificadas deleções 

intragénicas quer em homozigotia, quer em heterozigotia composta, com um dos 

alelos com uma microdeleção e o outro com uma mutação pontual [Balikova et al., 

2009]. 

 Mas uma patologia não ocorre só por perda de função, mesmo no caso da 

transmissão autossómica recessiva. Também a amplificação em vários números de 

cópias para determinados loci, envolvendo genes críticos em sobre expressão, pode 

tornar-se patogénica. A mesma CNV pode ser inócua no caso dos progenitores 

portadores de uma, duas ou mais cópias, mas quando transmitida nos dois alelos o 
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número total de cópias no descendente pode já ter um efeito patogénico. Exemplo é o 

caso da susceptibilidade à psoríase, associada a um número elevado de cópias (>12) do 

cluster de genes da β-defensina [Hollox et al., 2008]. 

 

CNVs de transmissão autossómica dominante, com penetrância e expressão variável 

Num grupo de 5218 pacientes com défice intelectual e/ou malformações congénitas, 

foi realizado um screening com uma plataforma de BAC array, identificaram-se 25 

pacientes com uma microdeleção recorrente de 1.35 Mb em 1q21.1 [Mefford et al., 

2008]. Em nove pacientes a microdeleção foi herdada de um progenitor com um 

fenótipo ligeiro ou mesmo sem manifestações aparentes. Em oito crianças observou-se 

a microduplicação recíproca. Brunetti-Pierri e colaboradores [2008] descreveram 21 

pacientes com a mesma microdeleção 1q21.1 e 15 com a microduplicação. Concluíram 

também que esta CNV apresenta uma expressão fenotípica variável com penetrância 

incompleta, embora mostre uma consistência estatística da microcefalia associada à 

deleção e a macrocefalia à duplicação, existindo já um gene candidato o HYDIN2, com 

base na categorização dos pontos de quebra e conteúdo génico envolvido. Apenas a 

microduplicação foi observada em baixa frequência num grupo controlo de 4737 

indivíduos [Mefford et al., 2008].  

 Na região 16p13.11 encontra-se mais uma síndrome de microdeleção com 

penetrância incompleta e expressão variável, associada a DI e/ou malformações 

congénitas. Esta CNV tem muito provavelmente origem num mecanismo de NAHR, 

sendo uma região flanqueada por regiões LCR. A proporção de deleções e duplicações 

num grupo de 1027 pacientes foi igual com grande homologia no segmento envolvido 

(~1.65 Mb) o que sugere um mecanismo recíproco de formação. Apenas a duplicação 

foi observada num grupo controlo de 2014 indivíduos, podendo representar uma 

variante benigna [Hannes et al., 2009]. 

CNVs herdadas ligadas ao cromossoma X 

As deleções e duplicações envolvendo segmentos do cromossoma X têm um efeito 

análogo às patologias monogénicas também ligadas ao X. As deleções poderão originar 

perda de função, enquanto as duplicações poderão originar sobre expressão (no caso 
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de genes susceptíveis) ou perda de função quando o ponto de quebra interrompe a 

sequência de um gene. 

 No caso de deleções que envolvem genes associados a patologia de expressão 

recessiva, a hemizigotia do cromossoma X no caso masculino determina a 

manifestação do distúrbio. As deleções e duplicações ligadas ao X são geralmente 

herdadas da mãe sem manifestações, já que o pai evidenciará também a patologia. No 

entanto, o padrão de inactivação do cromossoma X é geralmente aleatório, salvo 

quando a mutação envolve genes essenciais em que este X é preferencialmente 

inactivado. Sendo assim a mesma CNV pode ter expressões variáveis mesmo num 

indivíduo do sexo feminino herdada por via materna. Já no caso das CNVs ligadas ao X 

de expressão dominante, tanto nas deleções como amplificações é determinante nas 

portadoras do sexo feminino o padrão de inactivação do cromossoma X e a expressão 

do gene envolvido. É essencial que nas bases de dados todas as CNVs ligadas ao 

cromossoma X evidenciem o sexo do seu portador, só assim poderá ser correctamente 

interpretada a sua patogenicidade. 

CNVs “imprinted” 

O “imprinting” é um mecanismo biológico que determina que alguns genes sejam 

diferencialmente expressos dependendo da sua origem paterna ou materna. Este 

mecanismo envolve modificações epigenéticas que podem ocorrer no alelo paterno ou 

materno ou em ambos durante a gametogénese. Se a CNV envolver estes loci, as 

manifestações fenotípicas só surgirão se a herança for do progenitor que transmite o 

alelo activo, caso contrário será silenciosa. Tanto no caso de deleções como 

amplificações as consequências dependerão do número de cópias expressas. 

 O exemplo mais típico é a região 15q11.2 associada às síndromes de Prader-

Willi e Angelman, cuja manifestação depende da ausência do locus paterno (por 

deleção ou dissomia materna) na primeira e por ausência do locus materno (por 

deleção ou dissomia paterna) na segunda. Claro que as patologias são provocadas por 

perda de expressão de genes diferentes. Já a duplicação da mesma região está 

associada a fenótipos muito variáveis desde autismo e dismorfismos ligeiros, o que 

dependerá da transmissão e expressão dos genes envolvidos. 
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1.5 Objectivos deste projecto 

 É assim imperativo que cada vez um maior número de pacientes com 

perturbações do neurodesenvolvimento e/ou malformações congénitas sejam 

avaliados pelas metodologias de array-CGH, para que não só se encontre uma etiologia 

como se contribua para a identificação de novos loci envolvidos em patologias do 

desenvolvimento. Propõe-se assim neste projecto: 

Objectivo 1: Caracterizar e esclarecer os desequilíbrios genómicos envolvidos em 

rearranjos cromossómicos crípticos ou de segmentos não identificáveis pela 

citogenética convencional, para uma melhor correlação genótipo-fenótipo e 

compreensão dos mecanismos envolvidos na sua formação. 

Objectivo 2: Avaliar a incidência de desequilíbrios genómicos submicroscópicos em 

pacientes com DI, distúrbios do comportamento e/ou malformações congénitas.  

Objectivo 3: Identificar as CNVs em regiões de síndromes de microdeleção e 

microduplicação já estabelecidas, assim como nas potencialmente patogénicas 

correlacionar com o seu conteúdo génico e comparar com outros casos já descritos na 

literatura e/ou em bases de dados. 

Objectivo 4: Propor um algoritmo de análise para a interpretação do significado clínico 

das CNVs identificadas e uma estratégia de re-avaliação periódica para as que 

permanecem com significado incerto. 
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2.1 Grupo de pacientes 

Um grupo de 147 pacientes com DI e/ou malformações congénitas (MC) e/ou PEA, 

referidos ao Laboratório de Citogenética e Genómica da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra (LCG-FMUC), pela consultas de Genética e do 

Desenvolvimento do Hospital Pediátrico de Coimbra foram seleccionados para análise 

por array-CGH. Em 50% dos casos já tinham sido realizados estudos por citogenética 

convencional com bandas de alta resolução (550-750 bandas por genoma haplóide), 

por citogenética molecular (FISH/MLPA) das regiões subteloméricas ou mesmo outros 

testes moleculares. Em seis pacientes o resultado do cariótipo é que conduziu ao 

estudo por array-CGH, nos outros 141 pacientes as análises já realizadas não revelaram 

um diagnóstico etiológico, sendo a sua selecção realizada por indicação clínica. 

A validação das CNVs detectadas por array-CGH, com excepção das que se 

consideraram polimórficas, foi realizada por FISH, MLPA, e em algumas situações por 

uma nova análise por array-CGH. O método de validação foi o utilizado para estudo 

dos progenitores. 

2.2 Citogenética convencional  

Em seis pacientes foi o cariótipo com bandas de alta resolução que conduziu à análise 

por array-CGH (Tabela I). Em três pacientes o array foi realizado para uma melhor 

caracterização do desequilíbrio genómico envolvido e estabelecer a correlação com o 

fenótipo. Nos outros três pacientes foi realizado porque o tamanho e/ou 

complexidade do rearranjo não permitia um diagnóstico claro e num deles por ser um 

rearranjo aparentemente equilibrado mas associado a DI. 

2.2.1 Cultura sincronizada de linfócitos para obtenção de prometafases 

Para cada amostra foram estabelecidas duas culturas sincronizadas de linfócitos, a 

partir de sangue periférico heparinizado, segundo o protocolo de rotina estabelecido 

no LCG-FMUC (adaptado a partir do manual “Current Protocols in Human Genetics”) 

[Haines et al., 1995]. Resumidamente, a 5 ml de meio de cultura completo (PB-MAX, 

Gibco) adiciona-se 0,5 ml de sangue periférico, homogeneiza-se suavemente e 

coloca-se numa incubadora a 37ºC. Após 72 horas de incubação, adiciona-se a cada 
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cultura 100 µl de metotrexato 5x10-3 µM, de forma a bloquear o ciclo celular na fase S, 

por inibição da replicação do DNA. Após uma incubação de 17 horas a 37ºC, renova-se 

o meio das culturas (RPMI1640 com glutamax, suplementado com FBS 10% e 

penicilina/estreptomicina 1%, Gibco) e adiciona-se 50 µl de timidina 10-3M, o que 

permite às células avançar para a fase G2 e prosseguir com o ciclo celular. Depois de 5 

horas de incubação, adiciona-se a cada cultura 50 µl de colcemida (10 µg/ml N-

desacetyl-N-methylocolchicine), homogeneiza-se suavemente e incuba-se durante 15 

minutos a 37ºC, de forma a bloquear a mitose em metafase por inibição da 

polimerização da tubulina e consequentemente da formação dos microtúbulos do fuso 

acromático. Segue-se o choque hipotónico com 6-8 ml de KCl 75 mM, após remoção 

prévia do meio depois da centrifugação a 1200 rpm, durante 20 minutos a 37ºC. 

Centrifuga-se a 1200 rpm, remove-se o sobrenadante e sob agitação contínua do 

sedimento no vortex adiciona-se 4 ml de fixador (3 volumes de metanol:1 volume de 

ácido acético glacial) preparado de fresco e a uma temperatura de -20ºC. Centrifuga-se 

novamente e renova-se o fixador duas vezes, com um repouso de 20 minutos a 4ºC 

entre a 2ª e a 3ª fixação.  

Os sedimentos celulares obtidos são espalhados em lâminas de vidro, 

previamente limpas, sendo que a densidade celular e as condições de temperatura e 

humidade (22ºC/54% humidade relativa) são factores determinantes na qualidade de 

espalhamento das metafases. 

2.2.2 Bandagem GTG 

A bandagem GTG confere um padrão de bandas característico de cada par de 

cromossomas permitindo a sua identificação e o reconhecimento das suas regiões, 

bandas e sub-bandas, denominadas de acordo com o descrito no sistema de 

nomenclatura internacional [ISCN 2013]. 

Resumidamente, após a preparação das lâminas com as prometafases, estas 

são incubadas a 80ºC durante 4 horas. Segue-se uma incubação sequencial numa 

bateria de soluções preparadas previamente e à temperatura ambiente: tripsina 

[0,04% em tampão fosfato Sorensen pH 6.8 (m/v)] 6-8 s, FBS [5% em tampão Gürr 

(v/v)] agita-se 2 s, lava-se em tampão Gürr, incuba-se 5-6 minutos em Giemsa a 4% 

[em tampão fosfato Sorensen pH 6.8 (v/v)], lava-se duas vezes em tampão Gürr e 
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deixa-se escorrer e secar na vertical. Avalia-se ao microscópio óptico (1000x) e 

ajustam-se os tempos de incubação na tripsina e no Giemsa se necessário. 

2.2.3 Análise ao microscópio óptico 

A análise é realizada seleccionando metafases com bandas de alta resolução, 

construindo os cariogramas e confirmando todas as bandas por par de homólogos. O 

número de metafases avaliadas é no mínimo 15, nos casos de mosaicismo devem ser 

avaliadas pelo menos 50 metafases. O cariótipo final é estabelecido com base nas 

regras de nomenclatura internacionais [ISCN, 2013]. 

 

2.3 Oligo array-CGH 

A plataforma de array utilizada para análise foi a Agilent SurePrint G3 Human Genome 

microarray 180 K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA). Este array de 

oligonucleótidos contém aproximadamente 180 000 sondas de 60-mer com um 

espaçamento médio de 17 kb. Por cada paciente foram processadas 1100 ng de DNA 

(por reação) obedecendo ao protocolo do fabricante (versão 6.2.1, fevereiro de 2010). 

Cada dispositivo do array apresenta quatro áreas de hibridização, podendo ser 

aplicados quatro pacientes, cada um cruzado com um controlo.  

2.3.1 Preparação das amostras  

Extração de DNA 

O DNA genómico foi obtido a partir de sangue periférico (3 ml, em EDTA), utilizando o 

“JetQuick  Blood & Cell Culture DNA MIDI Spin Kit“ (Genomed, Löhne, Germany), 

seguindo o protocolo do fornecedor. Resumidamente, começa-se por pipetar 3 ml de 

sangue para um tubo de centrifugação (tipo falcon de 50 ml), adiciona-se 300 µl de 

protease (20 mg/ml Genomed), homogeneiza-se no agitador tipo vortex e adiciona-

se 3ml do tampão K1 homogeneizando novamente (três pulsos de 5 segundos). 

Incuba-se durante 10 minutos a 70ºC. A esta mistura adiciona-se 3 ml de etanol 

absoluto (96-100%), homogeneiza-se imediatamente no vortex, pulsando para evitar a 

precipitação dos ácidos nucleicos. Monta-se a coluna JetQuick MIDI-Spin num tubo 

colector de 50 ml, aplica-se toda a amostra obtida no passo anterior, rolha-se sem 

apertar demasiado de modo a permitir a ventilação durante a centrifugação de 3 

minutos a 2000xg (centrífuga com rotor swing-out). Descarta-se o filtrado e aplica-se 
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10 ml de tampão KX (reconstituído com etanol) na coluna, centrifuga-se novamente 2 

minutos a 5000xg. Descarta-se novamente o filtrado e coloca-se a coluna no tubo de 

recolha, aplica-se 10 ml de tampão K2 (reconstituído com etanol) na coluna e 

centrifuga-se 2 minutos a 5000xg. Desperdiça-se o filtrado, recoloca-se a coluna no 

tubo colector e centrifuga-se 10-15 minutos a 5000xg, de modo a limpar a membrana 

de sílica do líquido residual. Inserir a coluna JetQuick MIDI-Spin num novo tubo estéril 

de 50 ml e eluir o DNA retido na membrana com 0,8 ml de tampão Tris-HCl 10 mM (pH 

9.0) ou tampão TE (pré-aquecer o tampão de eluição a 70ºC) ou simplesmente H2O. 

Após a aplicação do tampão de eluição, deixa-se repousar à temperatura ambiente e 

subsequentemente centrifuga-se 2 minutos a 5000xg. O eluído contém o DNA 

purificado pronto a processar.  

As amostras de DNA obtidas são quantificadas e avaliadas quanto ao seu grau 

de pureza no espectrofotómetro (Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher). Os 

parâmetros pretendidos são uma concentração ≥ 40 ng/µl, um quociente das 

absorvâncias 260/280 nm entre 1,8-2,0 e o quociente das absorvâncias 260/230nm 

superior a 2.0.    

Marcação (Labeling) 

Optou-se por em vez de hibridizar o DNA de cada paciente contra um controlo normal, 

hibridizar paciente versus paciente em duas áreas diferentes, seguindo o loop model 

(Fig. 7), com marcação alternada (Cy3/Cy5) cruzando três pacientes diferentes 

[Menten et al., 2006]. As duplas de hibridização são estabelecidas por conjugação de 

pacientes do mesmo sexo com histórias clínicas diferentes. Geralmente hibridizam-se 

três dispositivos em simultâneo, começando por se preparar as amostras de DNA 

genómico para um volume final de 26 µl (realizam-se os cálculos e respectivas 

diluições para todas as amostras em função da amostra limitante para as 1100 ng 

pretendidas). 

  Avança-se para a marcação das amostras com os respectivos fluoróforos 

utilizando o Agilent Genomic DNA Enzymatic Labeling kit. Começar por identificar 24 

microtubos (0.2 µl volume, nº interno/fluoróforo) e coloca-se o volume de água 

(Nuclease-free water, Promega Corporation, Wisconsin, USA) necessário para ajustar 

à concentração final pretendida, adiciona-se 5 µl de random primers, homogeneiza-se 
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suavemente e adiciona-se o DNA genómico (1100 ng DNA, 31 µl de volume final). 

Segue-se uma incubação a 95ºC durante 10 minutos no termociclador (Veriti, Applied 

Biossystems, Foster City, USA), após o que se transferem para o gelo durante no 

mínimo 5 minutos. Preparam-se as Labeling Master Mix para os fluoróforos Cy3 e Cy5, 

adiciona-se por reação 19 µl da Mix Cy3 ou Cy5, segundo o plano de marcação 

estabelecido. Incuba-se as amostras obtidas durante 2 horas a 37ºC. Transferem-se 

rapidamente as amostras para um banho estabilizado a 65ºC e mantem-se durante 10 

minutos (pára a reacção por inactivação da enzima), após o que se colocam 

imediatamente em gelo. Segue-se o Clean-up para remoção do fluoróforo não 

incorporado, através de um sistema de purificação em colunas (filtros Amicon 

30kDa) e lavagens com TE (pH 8.0). Depois das amostras purificadas e mantendo-as 

protegidas da luz, passa-se à quantificação do processo de marcação no Nanodrop, 

estabelece-se o valor de referência com o tampão TE (branco) e inicia-se a 

quantificação das amostras, começando pelas amostras marcadas com Cy3 e só depois 

com o Cy5. O grau de marcação ou actividade específica esperada deverá variar para o 

fluoróforo Cy3 entre 25 a 40 pmol/µg e para o Cy5 entre 20 e 35 pmol/µg. As amostras 

devem ser mantidas a -20ºC, protegidas da luz. 

 

 

 

 

Figura 7 – Modelo em loop para array-CGH. 

Esquema representativo do plano de marcação do 

DNA genómico de 3 pacientes para a hibridização 

pelo modelo de análise em loop. 
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2.3.2 Hibridização 

Segue-se a preparação das amostras para a etapa de hibridização (dia 2), começa-se 

por rotular os microtubos com as duplas estabelecidas (paciente1 Cy3/paciente2 Cy5), 

misturam-se as duas amostras transferindo a marcada com Cy3 para a marcada com 

Cy5. Prepara-se a Hybridization Master Mix [5 µl de Cot-1 DNA (1 mg/ml), 11 µl de 

Agilent 10x blocking agent, 55 µl de Agilent 2x Hi-RPM buffer], adiciona-se 71 µl a cada 

uma das duplas e transfere-se o volume total para os tubos previamente rotulados. 

Incubam-se no termociclador a 95ºC durante 3 minutos e transferem-se para o banho 

a 37ºC mantendo-os no mínimo 30 minutos, até à etapa de hibridização. Prepara-se o 

material, peças da câmara de hibridização e o gasket. Retiram-se do banho as 

primeiras quatro amostras a hibridizar, coloca-se o gasket na base da câmara de 

hibridização e dispensam-se as amostras (118 µl das duplas Cy3/Cy5) nas áreas do 

gasket numa posição pré-definida. Deve-se pegar cuidadosamente no dispositivo do 

array pelas extremidades, orientando o lado activo e posicionando por cima do gasket 

alinhando com o lado activo virado para baixo e evitando a formação de bolhas. 

Colocam-se as restantes peças da câmara (cover e clamp), roda-se o parafuso com o 

indicador sem forçar, terminando com ¼ de volta. Roda-se a câmara na vertical e 

verifica-se se a solução das amostras roda livremente e se as eventuais bolhas também 

rodam. Coloca-se a câmara de hibridização no forno já estabilizado a 65ºC, e depois de 

proceder da mesma forma para o segundo dispositivo de array, colocando-os em 

posições de equilíbrio, inicia-se a rotação a 20 rpm durante 24 horas.  

Lavagens pós-hibridização 

No dia seguinte (dia 3) retira-se a primeira câmara do forno, coloca-se na bancada e 

desaperta-se o parafuso (sentido contrário aos ponteiros do relógio), retira-se o clamp 

e a cover. Submerge-se a sandwish lâmina/gasket na tina com o Wash Buffer 1. 

Mantendo a dupla imersa, insere-se uma pinça entre as duas lâminas e roda-se 

deixando cair o gasket, orienta-se o dispositivo de array e transfere-se rapidamente 

para a rack dentro de uma tina ainda com o Wash buffer 1, mantem-se sob agitação 

contínua 5 minutos. Transfere-se a rack com as lâminas para o recipiente com o Wash 

buffer 2, mantendo a 37ºC durante 1 minuto (solução previamente aquecida, manter 

sob agitação dentro de um recipiente isotérmico). Retira-se a rack muito lentamente e 
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sem pausas inclinando para o lado do código de barras ligeiramente (secagem mais 

uniforme). Coloca-se a rack na bancada, pega-se na lâmina lateralmente pelo lado 

rotulado e coloca-se numa cassete com o lado agilent virado para cima (colocar a 

ozono barrier slide cover).  

 

2.3.3 Scanning e Feature Extraction  

As cassetes são colocadas no carrocel do Agilent Microarray Scanner, e a leitura é 

processada pelo Feature Extraction Software (v10.7), a resolução utilizada para a 

plataforma 4x180 K é de 3 µm (Fig. 8).  

   

 

 

 

 

 

Figura 8 – Imagem resultante após a leitura de uma lâmina no Agilent Microarray Scanner. 

O software determina a intensidade de fluorescência para cada spot para ambos os 

fluoróforos, subtraindo o ruído e normalizando os resultados. Os resultados foram 

processados usando o Agilent Genomic Workbench (v6.0), com os parâmetros: ADM2 

(aberration algorithm), threshold 6.0, moving average 2 Mb. Cada dispositivo de array 

tem um código de barras que o identifica e que permite ao programa selecionar o 

design do estudo, fazendo-o corresponder a uma grelha com o posicionamento dos 

oligos na versão do genoma utilizada para análise (UCSC genome browser – NCBI build 

37, Feb 2007). Os resultados obtidos estão de acordo com a Human Genome build 19 

(hg19) e incluem os desequilíbrios com pelo menos três sondas consecutivas com 

valores dos racios log2 alterados (Fig. 9).  
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Todas as CNVs foram analisadas e interpretadas consultando as bases de dados: 

- UCSC genome browser [http://genome.ucsc.edu]; 

- DGV [http://projects.tcag.ca];  

- OMIM [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim];  

-  Decipher [http://decipher.sanger.ac.uk/]; 

- ISCA (The International Standards for Cytogenomic Arrays)  

[https://www.iscaconsortium.org/]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – (a) Overview do programa de análise Agilent Genomic Workbench (v6.0). Evidencia-se em 

(b) a região duplicada, com o resultado das duas hibridizações (Cy3/Cy5) da análise em loop.  

a 

b 
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2.3.4 Análise das CNVs  

Para cada CNV procedeu-se do seguinte modo: 

1º Colocar as posições nucleotídicas no UCSC Genome Browser (hg19): 

Exemplo - chr1:144,526,927-147,824,207 (Fig. 10a). 

2º Verificar se existem CNVs totalmente sobreponíveis descritas na DGV (no mesmo: 

nº de cópias, tamanho/conteúdo génico, sexo se associadas ao X), se são frequentes 

(Fig. 10b) e se também são comuns na base de CNVs interna do laboratório. 

Quando as CNVs já são muito comuns, já avaliadas e consideradas sem 

patogenicidade, tanto na DGV como na base interna, são consideradas CNVs 

polimórficas, sem avaliação adicional. 

Caso contrário prossegue-se com a avaliação: 

3º Verificar se existem associadas à região síndromes de genes contíguos estabelecidas 

na base OMIM, qual a homologia e padrão de expressão (Fig. 10c). Verificar também 

na base DECIPHER e ISCA. 

4º O tamanho de uma CNV não é determinante por si só, o que é relevante é o 

conteúdo génico: verificar quais dos RefSeq genes estão descritos na OMIM, qual a sua 

função e se estão associados a patologia por mutação qual o seu padrão de expressão 

e se há possível relação com o tipo de CNV em causa (deleção/duplicação), fazer o 

cruzamento da informação com a PubMed mesmo nos genes da OMIM não associados 

a patologia mas com função e expressão relevante para o fenótipo em causa (Fig. 10d). 

5º Verificar se existem pacientes semelhantes na base DECIPHER (Fig. 10e) e também 

se existem CNVs semelhantes reportadas em pacientes na PubMed. 

Na Figura 10(a-e) encontram-se representadas as diferentes etapas de avaliação da 

patogenicidade de uma CNV a partir da UCSC Genome Browser. 
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Figura 10  – Análise de uma CNV. (a-e) Etapas de avaliação da patogenicidade de uma CNV a partir do 

UCSI Genome Browser.  
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2.3.5  Validação das CNVs 

Todas as CNVs patogénicas são validadas por outra metodologia, assim como são 

avaliados os progenitores. 

2.3.5.1 MLPA 

Em alguns pacientes a validação das alterações encontradas por array-CGH e o estudo 

dos progenitores foi realizada pela técnica de MLPA, recorrendo aos painéis 

comercialmente disponíveis que incluíam sondas direccionadas para os genes 

envolvidos (MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands). 

 O procedimento experimental da técnica de MLPA seguiu o que está descrito 

pelo fabricante. Em cada reação utilizaram-se entre 80 a 100 ng de DNA num volume 

de 5 µl. Procedeu-se à desnaturação a 95ºC durante 10 minutos no termociclador (ABI 

2720, Applied Biosystems, Foster City, USA). Adicionou-se a probe mix, seguiu-se 

uma desnaturação durante 1 minuto a 95ºC e subsequentemente as amostras 

permaneceram durante 15 horas a 60ºC, ocorrendo a reação de hibridização 

(termociclador). Adicionou-se 32 µl da ligase (Ligase-65 master mix) e a reação de 

ligação ocorreu a 54ºC durante 15 minutos (termociclador). A ligase é inactivada por 

acção da temperatura, 98ºC durante 5 minutos. Segue-se a amplificação por PCR, após 

a adição da 10 µl da polymerase master mix (termociclador ABI 2720: 35 ciclos, 30 

segundos a 95ºC, 30 segundos a 60ºC, 1 minuto a 72ºC e uma extensão final de 20 

minutos a 72ºC). Os produtos da amplificação foram sujeitos a electroforese capilar no 

sequenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biossystems, Foster City , USA). Os resultados 

foram processados através do software GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems, 

Foster City, USA), e a sua análise foi realizada utilizando o software Coffalyser 9.4 

(MRC-Holland, Amsterdão, Holanda). Este compara a quantidade relativa dos 

produtos de amplificação das sondas na amostra do paciente com uma amostra de 

DNA de referência, refletindo o número de cópias do DNA alvo. Sempre que o valor 

para o número de cópias foi inferior a 0,7 foi interpretado como perda e valores 

superiores a 1,3 foram interpretados como ganho. 
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2.3.5.2 Citogenética Molecular - FISH 

Nos pacientes em que pelo tamanho do desequilíbrio e/ou a região envolvida havia a 

suspeita de poder estar na origem um rearranjo cromossómico, podendo ser 

equilibrado nos progenitores, a validação das CNVs patogénicas foi realizada 

recorrendo à citogenética molecular FISH, assim como a avaliação dos progenitores. As 

sondas utilizadas no caso de regiões de síndromes de microdeleção ou subteloméricas 

foram sondas de sequência única e no caso de outros rearranjos intercromossómicos 

sondas de pintura disponíveis comercialmente (Vysis, Abbott Molecular; Aquarius, 

Cytocell; Kreatech), ou BACs sobreponíveis à CNV (BlueGnome, Illumina). 

 As lâminas com prometafases foram obtidas pela metodologia já descrita em 

2.2.1, preparadas 2-3 dias antes da hibridização e mantidas à temperatura ambiente.  

Resumidamente, as lâminas são desidratadas numa série alcoólica [etanol 70%, 85% e 

~100%, 2 minutos/solução] nalguns casos após uma prévia incubação numa solução 

salina de citrato de sódio [15 minutos a 37ºC, 2XSSC, pH 7.0]. No caso das sondas de 

rotina (sequências disponíveis comercialmente), a desnaturação da lâmina e sonda foi 

conjunta [2-3 minutos, 74ºC na placa térmica]; no caso das do tipo BAC (BlueGnome) a 

desnaturação da lâmina foi separada num solução de formamida [70% em 2XSSC, 72ºC 

durante 3 minutos] com a submersão imediata em etanol gelado [70% a -20ºC] para 

parar a desnaturação, completando-se a desidratação à temperatura ambiente [etanol 

85%, ~100%, 2 minutos]. Após a aplicação da sonda (preparada previamente pelas 

instruções do fabricante) a hibridização decorre overnight numa câmara húmida a 

37ºC. A lavagem pós-hibridização é realizada, após remoção da lamela e lavagem em 

PBS (Phosphate Buffered Saline), a 70ºC numa solução de SSC/formamida de 

estringência adequada à sonda utilizada. Segue-se a contrastação com a solução 

DAPI/Antifade [VECTASHIELD Mounting Media, Vector Laboratories], para se poder 

visualizar a cromatina e prevenir o decair rápido da fluorescência. A observação é 

realizada ao microscópio de fluorescência com os filtros adequados a cada espectro de 

emissão da sonda utilizada. Verifica-se em metafase a localização da sonda em cada 

homólogo e confirma-se o número de cópias em interfase. 

 O estudo é realizado no probando e nos progenitores, sempre que foi 

disponibilizado o material de colheita para realizar o estudo. 



Materiais e Métodos 

67 
 

2.3.6 Interpretação da patogenicidade das CNVs 

Após todo o procedimento laboratorial e análise das CNVs encontradas, é necessário 

tirar conclusões que permitam emitir um diagnóstico (Fig. 11). É recomendável utilizar 

uma terminologia consistente e não ambígua que permita categorizar o seu significado 

clínico. Esta categorização segue em linhas gerais as recomendações das guidelines do 

American College of Medical Genetics [Kearney et al., 2011]. 

Uma CNV será considerada patogénica se está muito bem documentada com 

significado clínico, mesmo se a penetrância e expressividade forem variáveis. Esta 

categoria inclui regiões sobreponíveis a: síndromes de microdeleção/microduplicação, 

a CNVs com vários outros casos com significado clínico estabelecido, genes associados 

a síndromes/patologias com expressão relevante para a CNV em causa, CNVs 

superiores a 3-5 MB (excluindo os heteromorfismos citogenéticos) com uma clara 

interpretação quanto ao seu significado clínico. Mas se não existirem evidências bem 

documentadas que comprovem claramente se são patogénicas ou benignas, devem 

ser categorizadas como CNV de significado clínico incerto (SCI). Contudo, poderá fazer-

se uma previsão se será mais provavelmente patogénica ou benigna, baseada nas 

evidências já existentes, o que não dispensa uma interpretação clínica final. A CNV de 

SCI será provavelmente patogénica se: (1) está descrita, mesmo que em apenas uma 

publicação, mas com uma região e fenótipo bem definidos, ambos concordantes e 

relevantes para o paciente em causa; (2) um gene incluído na CNV tem uma função 

muito relevante e específica para o fenótipo do paciente (mas não no caso de 

indicações clínicas inespecíficas como ADPM ou DI), as deduções apenas a partir de 

modelos animais devem ser discretas e por si só não relevantes assim como evidências 

restritas à função do gene (ex. apenas por estar documentada uma função neuronal). 

A CNV de SCI será provavelmente benigna se: (1) não tem conteúdo génico ou este é 

aparentemente irrelevante, mas tem um tamanho significativo; (2) está descrita num 

pequeno número de casos na DGV e não representa um polimorfismo comum; (3) o 

tamanho/conteúdo génico são irrelevantes, é herdada de um progenitor sem 

manifestações clínicas. A CNV será somente de SCI se: (1) contém genes, mas sobre os 

quais se desconhece o impacto se em nº cópias variável; (2) a CNV está descrita de 

uma forma contraditória em publicações ou bases de dados, não sendo possível tirar 
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conclusões. A CNV será considerada benigna se está reportada em múltiplas 

publicações e bases de dados fiáveis como uma variante benigna (para um 

determinado nº de cópias), bem caracterizada e/ou representa  um polimorfismo 

comum (>1% na população).  

Todas as CNVs de significado incerto devem ser mantidas numa base interna, 

com uma re-avaliação periódica nas bases de dados. Compete também à parte clínica 

alertar sobre eventuais novos diagnósticos que clarifiquem a causa etiológica. 

 

Figura 11 - Algoritmo de avaliação da patogenicidade de uma CNV. 
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Capítulo 3 (organização) 

Este capítulo está dividido em secções de acordo com o significado clínico e nível de 

resolução dos rearranjos genómicos diagnosticados no grupo de pacientes. Dos 147 

pacientes analisados por oligo array-CGH, em 85 apenas se observaram CNVs 

classificadas como variantes benignas não sendo alvo de mais nenhuma investigação. 

Os outros 62 pacientes apresentaram CNVs que não correspondem a variantes 

benignas conhecidas e que foram classificadas de acordo com as guidelines descritas 

na secção (2.3.6). Com base nesta classificação os resultados foram organizados em 

diferentes grupos de pacientes consoante são portadores de: 

 Secção 3.1 - CNVs patogénicas microscópicas 

  3.1.1 – Artigos publicados 

 Secção 3.2 - CNVs patogénicas submicroscópicas 

  3.2.1 – Artigos em submissão 

Secção 3.3 – CNVs de SCI provavelmente patogénicas, provavelmente benignas 

e apenas de SCI. 

Nas sub-secções 3.1.1 e 3.2.1 dos artigos publicados e em submissão, as referências 

bibliográficas de cada publicação não estão duplicadas no final do capítulo. Em todas 

as publicações que incluem fotografias de pacientes foi obtido o respectivo 

consentimento informado pelo clínico responsável. 
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3.1 CNVs patogénicas microscópicas  

 

Os pacientes portadores de CNVs patogénicas que envolvem rearranjos microscópicos, 

com um diagnóstico citogenético prévio e com caracterização por array-CGH dos 

desequilíbrios genómicos envolvidos (Tabela I), estão descritos em artigos publicados 

(3.1.1).  

Caracterização por array-CGH  

No paciente SM69/10 para além da deleção microscópica a técnica de oligo array-CGH 

detectou outra CNV patogénica submicroscópica, sobreponível à síndrome de Alagille 

que veio a explicar o fenótipo do paciente [Ferreira et al., 2012]. No paciente SM75/07 

a citogenética detectou um rearranjo estrutural em mosaico, caracterizado por 

citogenética molecular e por BAC array-CGH (único caso analisado com uma 

plataforma de BACs), o que permitiu propor o mecanismo de formação do rearranjo 

[Carreira et al., 2009]. No probando SM2/10 uma aparente duplicação citogenética do 

cromossoma 21 foi reclassificada para uma inserção intercromossómica com 

duplicação do cromossoma 4(q13), estando esta família detalhadamente descrita em 

publicação [Matoso et al., 2013]. O paciente SM43/10 é portador de uma deleção 

intersticial 7(q36) de 2.9 Mb confirmada e caracterizada por oligo array-CGH, num 

quadro clínico de MC sem DI [Beleza-Meireles et al., 2013]. Uma inversão do 

cromossoma 21 aparentemente equilibrada pela citogenética convencional, num 

paciente (M444/11) com DI, revelou uma deleção intersticial de 1.7 Mb por oligo 

array-CGH [Oliveira et al., 2013]. 
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An insertional translocation (IT) can result in pure segmental

aneusomy for the inserted genomic segment allowing to define a

more accurate clinical phenotype. Here, we report on two

siblings sharing an unbalanced IT inherited from the mother

with a history of learning difficulty. An 8-year-old girl with

developmental delay, speech disability, and attention-deficit

hyperactivity disorder (ADHD), showed by GTG banding anal-

ysis a subtle interstitial alteration in 21q21. Oligonucleotide

array comparative genomic hybridization (array-CGH) analysis

showed a 4q13.1–q13.3 duplication spanning 8.6 Mb. Fluores-

cence in situ hybridization (FISH) with bacterial artificial

chromosome (BAC) clones confirmed the rearrangement, a

der(21)ins(21;4)(q21;q13.1q13.3). The duplication described

involves 50 RefSeq genes including the EPHA5 gene that

encodes for the EphA5 receptor involved in embryonic devel-

opment of the brain and also in synaptic remodeling and

plasticity thought to underlie learning and memory. The

same rearrangement was observed in a younger brother with

behavioral problems and also exhibiting ADHD. ADHD is

among the most heritable of neuropsychiatric disorders. There

are few reports of patients with duplications involving the

proximal region of 4q and a mild phenotype. To the best of

our knowledge this is the first report of a duplication restricted

to band 4q13. This abnormality could be easily missed in

children who have nonspecific cognitive impairment. The pres-

ence of this behavioral disorder in the two siblings reinforces

the hypothesis that the region involved could include genes

involved in ADHD. � 2013 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: array-CGH; insertional translocation; 4q13 duplica-

tion; attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD); EPHA5

gene

INTRODUCTION

The intercalation of a part of one chromosome into another non-

homologous chromosome is called an interchromosomal inser-

tional translocation or insertional translocation (IT). Direct ITs

keep their original orientationwith respect to the centromere,while

inverted ITs show a reversed orientation. Estimations of the

incidence of insertions range from 1:10,000 to 1:80,000 live births

based on results from banding cytogenetics [Van Hemel and

Eussen, 2000]. However, using a combination of array-based

comparative genomic hybridization (array-CGH) andfluorescence
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in situ hybridization (FISH) analyses, the detection rate is 20-fold

greater than the one established in the literature. The increased

detection of IT events has reinforced the need to confirm copy

number gains using methodologies such as FISH to determine the

genomic position or location of the additional material [Kang

et al., 2010].

IT events canaffect gene function in severalways; genes located at

the insertion site may be deleted, duplicated, or disrupted or may

result in abnormal gene expression due to position effect. An IT can

result in pure segmental aneusomy for the inserted genomic

segment giving the opportunity to define a clinical phenotype

more exactly. Clinical correlation becomes more challenging

when the unbalanced IT event is inherited from an apparently

phenotypically “normal” parent [Kang et al., 2010]. A maternal

origin is seen in 59.5% of the cases, a paternal origin in 26.6% and

13.9% are de novo [Van Hemel and Eussen, 2000].

Constitutional proximal duplications of 4q have been described

rarely [Mattei et al., 1979; Shashi et al., 1999; Zollino et al., 1995;

Bonnet et al., 2006]. Probably given amild phenotype, without any

malformations or growth retardation, duplications of this segment

can gounnoticed.Here,we report on two sibswith attention-deficit

hyperactivity disorder (ADHD) and speech disability, carrying a

“pure” segmental trisomy of 4q13.1–q13.3 inserted at 21q21,

maternal in origin. The genomic content of the imbalance IT is

evaluated, and the possible involvement of dosage-sensitive gene(s)

for the ADHD is discussed. This family reinforces the relevance of

performing array-CGH analysis in children with non-specific

cognitive disorders.

CLINICAL REPORTS

Patient 1
The 8-year-old girl was the first child of healthy unrelated parents.

Shewas born after a normal delivery at 40weeks of gestation, Apgar

score of 10 after 5 min, with a birth weight of 2.780 kg (10th

centile), length of 47 cm (10–25th centile), and head circumference

of 32 cm (5th centile). The perinatal course was uneventful. Her

first words occurred at 18 months, with poor speech progression.

During the first years of life she had some bronchiolitis episodes.

Since the age of 2-years her weight remained at the 5th centile and

height on the 25th centile. At 3 years all developmental milestones

were delayed. She attended regular school classes at 6 years, and

since then she has revealed a hyperactive behavior. At 7 years and

11months herweightwas 19.8 kg (5–10th centile), height 119.5 cm

(10th centile), and head circumference of 49.1 cm (10th centile). At

8 years shewas referred for cytogenetic evaluation, because of global

learning disability, limitations in language articulation, and hyper-

active behaviorwith attention deficit. At this age the patientmet the

criteria set out in the Diagnostic and Statistical Manual of Mental

Disorders-IV (DSM-IV), for attention-deficit hyperactivity disor-

der (ADHD), combined type. The test of reception of grammar

(TROG) met the 25th centile (appropriate for 6 years). Cognitive

evaluation was performed according to the Wechsler Intelligence

Scale for Children-III (WISC-III), she presented a Full Scale IQ of

83, with a Verbal IQ of 80, a Performance IQ of 93, a Verbal

Comprehension Index of 103 and a Perceptual Organization Index

of 89. During the evaluation she was aggressive and not collabora-

tive. The patient has no remarkable dysmorphic features (Fig. 1A).

Neurological examination showed normal tone and strength of

muscles, intact cranial nerves, and deep tendon reflexes. After the

diagnosis of ADHD the patient was placed on methylphenidate at

0.7 mg/kg/day, which greatly reduced her hyperactivity and im-

proved her behavior. The paternal family history is unremarkable.

However, her 39-year-old mother is reported to have had learning

difficulties during regular school. There is amaternal family history

with two aunts and an uncle with remarkable learning difficulties,

and an illiterate grandfather also with learning difficulties.

Patient 2
Patient 2 is a 5-year-old male, the younger brother of Patient 1.

He was born after an unremarkable pregnancy, delivered pre-

term at 35 weeks by cesarean due to placental abruption, the

FIG. 1. A: Patient 1 facial image showing no obvious dysmorphic features. B,C: Patient 2 facial appearance showed mild dysmorphic features:

low set ears with anterior rotation and broad forehead. [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.

wiley.com.]
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Apgar scores were 9 and 10 after 1 and 5 min, respectively. The

infant’s birth weight was 2.670 kg (10th centile), length of 45 cm

(25–50th centile), and head circumference was 32 cm (50th

centile). In the neonatal period he was admitted to Newborn

Intensive Care Unit because of Respiratory Distress Syndrome.

Until the age of 12 months weight was between the 50th and

75th centile and height was on the 50th centile. His first words

were at 12 months, he has behavioral problems, is very impulsive

and hyperactive with sleeping difficulties. Since the age of 4-

years he has also displayed mutism needing individual psycho-

therapy. At 5 years and 5 months his weight was 19.9 kg, height

was 113.5 cm, and head circumference was 54 cm (all param-

eters on the 75th centile). He makes no visual contact, has a

poor speech, and immature graphism. TROG was between the

50th and 75th centile (appropriate for 5 years). The patient

exhibited mild dysmorphic features including low set ears with

anterior rotation and broad forehead (Fig. 1B,C). Neurological

examination was unremarkable. At 5 years and 10 months

weight and height remained on the 50th centile, his development

was measured by using the Ruth Griffiths Mental Development

Scales, revealing age-appropriate results. At 6 years and 7 months

his weight was 22.5 kg (50th centile) and height 119.5 cm

(50th centile). At this time he had already revealed learning

difficulties and ADHD. Like his sister he was placed on meth-

ylphenidate at 0.7 mg/kg/day, which greatly reduced his aggres-

sivity, the attention-deficit and improved his learning ability.

MATERIALS AND METHODS

Cytogenetic Analysis
Chromosomal analysis was performed on metaphases obtained

from 72 h PHA stimulated peripheral blood lymphocyte cultures

according to standard procedures [Benn and Tantrarahi, 2001].

Analysis of GTG-banded chromosomes was done at a resolution of

700 bands per haploid genome, according to the International

System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 2009

[Shaffer et al., 2009].

Conventional cytogenetic analysis was carried out for Patient 1,

Patient 2, their parents, and the maternal grandmother.

Array-CGH
High-resolution whole genome analysis was performed using

Agilent SurePrint G3 Human Genome microarray 180 K (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA), an oligonucleotide microarray

containing approximately 180,000 sixty-mer probes with a 17 kb

average probe spacing, as previously described [Ferreira

et al., 2012]. Briefly, genomic DNA was extracted from peripheral

blood lymphocytes and DNA concentration and purity were mea-

sured. Genomic DNA of normal controls was obtained from

Promega (Madison, WI). Labeling was performed using Agilent

Genomic DNA enzymatic labeling kit (Agilent Technologies) and

clean-up of labeled genomic DNA was performed using Amicon

ultra 0.5 ml centrifugal filters according tomanufacturers’ instruc-

tions (Millipore, Billerica, MA). The slide was scanned on an

Agilent scanner and processed with Feature Extraction software

(v10.7). Results were analyzed using Agilent Genomic Workbench

(v6.0) with the following settings: ADM2 as aberration algorithm,

threshold of 6.0, moving average 2 Mb.

Array-CGHwas performed on the Patient 1, Patient 2, and their

mother.

FISH Analysis
Confirmatory FISH was performed on metaphases obtained from

72 h PHA stimulated peripheral blood lymphocyte cultures,

according to standard procedures, with selected BAC clones

RP11-279G22 (4q13.2), RP11-121P15 (4q13.3), and painting

probes (wcp4 and wcp21) as previously described [Liehr

et al., 2002; Carreira et al., 2009], following detection of copy

number changes observed by array-CGH analysis.

Analysis was carried out using a Zeiss Axioplan fluorescence

microscope (Zeiss; Jena, Germany) with MetaSystems (Isis) soft-

ware (Altlussheim, Germany).

RESULTS

StandardGTG-banding analysis of Patient 1 revealed an addition of

material within the long armof one chromosome 21 that resembled

an interstitial duplication of band 21q21 (Fig. 2A). The karyotype

was interpreted as 46,XX,add(21)(q21). Patient 2 had a similar

chromosome aberration, as did their mother. The father’s and

maternal grandmother’s karyotypes were normal. The maternal

grandfather had deceased.

Oligoarray-CGH analysis disclosed a 4q13.1–q13.3 duplication

spanning about 8.6 Mb of genomic DNA and involving 50 genes

from position 62,818,354 bp (clone A_16_p16701907) to

71,447,607 bp (clone A_16_P00996426). Proximal breakpoint is

between 62,800,754 bp and 62,818,354 bp and the distal break-

point between 71,447,607 bp and 71,464,035 bp (hg19; GRCh

Build37.1, February 2009) (Fig. 2B,D).The imbalancewasobserved

in both of the patients and their mother.

Revisiting standard G-banding karyogram it is unlikely that

there is duplication at 4q13, but it is almost certain that the

duplicated segment 4q13.1–q13.3 is inserted at 21q21. The

additional material on 21 turns out to be an interchromosomal

IT (Fig. 2A). Confirmatory FISH was performed using specific

whole chromosome painting probes and selected BACs within the

region involved, RP11-279G22 localized at 4q13.2 (68,818,318 bp

to 68,975,574 bp) and RP11-121P15 localized at 4q13.3

(71,380,674 bp to 71,381,247 bp) (Fig. 2C).

The final karyotype was revised to 46,XX,der(21)ins(21;4)(q21;

q13.1q13.3)mat for Patient 1 and in a similar way for Patient 2.

DISCUSSION

In this study, an interchromosomal IT in two siblings, sharing

learning disability, speech disorder, and ADHD, was identified.

The IT results in a “pure” segmental trisomy 4q13.1–q13.3

disclosed by array-CGH and confirmed by FISH after a suspicion

of an interstitial duplication at 21q21 by conventional cytoge-

netics. This imbalance was maternal in origin and although the

mother was independent, she displayed some intelectual limi-

tations and had a history of learning difficulties. Her family
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history was remarkable, with cognitive impairment in aunts and

uncles in the paternal side.

There are few clinical reports regarding “pure” duplications of

the proximal region of 4q overlapping band 4q13 [Mattei

et al., 1979; Pescia et al., 1982; Zollino et al., 1995; Shashi

et al., 1999; Bonnet et al., 2006]. To the best of our knowledge

this is the first report of a duplication restricted to band 4q13.Other

reports involve more proximal [Mattei et al., 1979; Pescia

et al., 1982; Shashi et al., 1999; Bonnet et al., 2006] or more distal

segments [Zollino et al., 1995]of this region.Mattei et al. [1979] and

Shashi et al. [1999] described similar imbalances involving dupli-

cations of 4q12–q13. In the former, the proband carried an IT of 4q

into chromosome 18 and the latter report it involves a direct

duplication. Both patients displayed similar phenotypes with psy-

chomotor retardation, microcephaly, and bilateral epicanthal folds

[Mattei et al., 1979; Shashi et al., 1999]. In the present report, our

patients and their mother do not exhibit microcephaly. Pescia et al.

[1982] reported a patient with intellectual disability and minor

anomalies that carried amosaic with one cell line with a deletion of

the segment 4q12!q13 and a second cell line with an intrachro-

mosomal insertion of the same segment, resulting in partial mono-

somy/trisomy.

Zollino et al. [1995] described a 15-year-old girl carrying a de

novo duplication 4q13.1–q22.2, withmoderate intellectual disabil-

ity, minor physical anomalies, but exhibiting destructive behavior.

Bonnet et al. [2006] reported a patient with a more severe pheno-

type, involving a mosaic supernumerary ring chromosome with a

larger duplication of the proximal bands 4q10–q13, which is the

only report with a more detailed characterization of the imbalance

using array-CGH and FISH. Unfortunately, this is the only report

where a detailed definition at the molecular level is provided.

The duplicated region 4q13.1–q13.3 observed in our patients

and their mother involves 50 RefSeq genes (UCSC Browser, hg19),

including 30 known protein coding genes that are listed in OMIM.

Out of these, GNRHR (OMIM #138850) and MUC7 (OMIM

#158375) (Fig. 2D) are classified as OMIM disease genes. GNRHR

encodes the receptor for type 1 gonadotropin-releasing hormone

(GNRH), mutations that could result in partial or complete loss of

function of the GNRH are associated with hypogonadotropic

hypogonadism (MIM#146110) or fertile eunuch syndrome

(MIM#228300). MUC7 encodes a small salivary mucin, that is

expressed in the bronchial tree as well as in the salivary glands,

Kirkbride et al. [2001] suggests a protective role in the respiratory

function of one of the most common alleles of MUC7 against

asthma [Kirkbride et al., 2001].Of the remaining 28 genes, three are

serine proteases (TMPRSS11D, TMPRSS11A, and TMPRSS11E)

which may play some biological role in the host defence system,

STAP1 codes for a docking protein acting downstream of TEC

FIG. 2. Cytogenetic and array-CGH results for patient 1. A: Partial karyogram of chromosome 21 (G-banded) is shown, the derivative

chromosome 21 is in the right with the ideogram showing the location of the insertion. B: Oligoarray-CGH profile for chromosome 4, with the

patient DNA labeled in red (Cy5) and the control DNA labeled in green (Cy3). Log2 ratios of zero represent equal fluorescence between both

samples and the log2 ratio of 0.58 corresponds to the copy number gain of the sample DNA—circled region. C: FISH results showing insertion

of chromosome 4q13 material (probes RP11-279G22 in green and RP11-121P15 in red) into chromosome 21q21. D: Overview of the duplicated

region 4q13.1–q13.3 showing: the RefSeq genes involved (genes in red full line rectangle are classified as OMIM disease genes, the gene in

green dotted line rectangle encodes the EphA5 ephrin receptor) and the BAC clones used in FISH analysis (adapted from UCSC Genome

Browser on February 2009 Assembly). [Color figure can be viewed in the online issue, which is available at www.interscience.wiley.com.]
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involved in adaptive immunity. CENPC1 encodes a protein that

belongs to a family that plays a central role in assembly of kineto-

chore proteins, mitotic progression, and chromosome segregation.

Other protein coding genes in this region are: ubiquitin-like

modifier-activating enzyme 6 (UBA6), synaptogamin 14-like pro-

tein (SYT14L), the cluster of the UGT2B genes family (UGT2B17,

UGT2B15, UGT2B10, UGT2B7, UGT2B11, UGT2B28, and

UGT2B4) that are of major importance in androgen catabolism,

and a UDP-glucuronosyltransferase 2A1 (UGT2A1) involved in

olfaction. There are also, two members of the sulfotransferase

family (SULT1B1 and SULT1E1) involved in the biotransformation

of neurotransmitters and steroid hormones, three members of the

casein gene family (CSN1S1, CSN2, and CSN3), four genes encode

salivary proteins (HTN1, HTN3, STATH, and SMR3B), a member

of the proline-rich protein family (PROL1) with a protective

function at the eye surface. The amelotin (AMTN) gene encodes

a cell adhesion protein involved in thematuration of tooth enamel,

and the follicular dendritic cell secreted peptide (FDCSP) is in-

volved in immune response (protein information in: http://www.

uniprot.org). Finally, the EPHA5 gene (OMIM #600004) encodes

for amember of the EPH sub-family of receptor protein kinases, the

Ephrin type-A receptor 5. It is involved in the neurogenesis and

almost exclusively expressed in the nervous system (cortical neu-

rons, cerebellar Purkinje cells and pyramidal neurons within

the cortex, and hippocampus), it is not uniformly distributed in

brain and is continually expressed in adulthood [Olivieri and

Miescher, 1999].
EphA5 receptor plays a key role in development, and its expres-

sion is robust in many limbic structures, such as the hippocampus,

amygdala, and hypothalamus [Gao et al., 1999; Yue et al., 2002].

Cooper et al. [2009] demonstrate that EphA5 and its ligand ephrin-

A5 interact to promote axon termination of the midbrain dopami-

nergic neurons in the striatum and will probably modulate axon-

target interactions in the developing dopaminergic system [Cooper

et al., 2009]. EphA5 receptors are not only involved in embryonic

development of the brain but also in synaptic remodeling and

plasticity thought to underlie learning and memory [Bliss and

Collingridge, 1993].Gerlai et al. [1999] experimental results suggest

that tubulin a component of the cytoskeleton, is underexpressed in

response to EphA5 receptor activation in the adult mouse hippo-

campus. These findings are compatible with the known arresting

effects of ephrin-A ligands on axonal and dendritic growth during

CNS development [Winslow et al., 1995; Meima et al., 1997; Frisén

et al., 1998]. There is however no clear evidence that over-expres-

sion of this gene could have physiopathological consequences, but

when we analyze its function we cannot ignore its possible involve-

ment in the pattern of ADHD and learning difficulties on this

family.
Although EPHA5 gene is reported in the Database of Genomic

Variants as being involved in CNVs without pathological relevance

in a few controls, one cannot disregard its involvement in the

phenotype. In thepresent report, the probands’motherwas initially

reported as normal, but further evaluation showed her to have

learning difficulties.
The resultant phenotype in this family could be determined by

the gene content of the imbalance butwe cannot ignore the possible

involvement of the disruption of genes localized at the insertion site

on the der(21), that couldhave an additive contribution. This could

eventually, in future, be ascertained through sequencing of the

region.

ADHD is among the most heritable of neuropsychiatric

disorders, thus genetic factors must play a significant role in

the development and course of this disorder. Different candidate

genes for ADHD have been published; most of them involved in

the dopaminergic neurotransmission system. Additional candi-

date genes, related to neurotransmission and neuronal plasticity,

have been studied less intensively. However, genome-wide as-

sociation studies are a relatively new tool that enables the

identification of new ADHD genes in a hypothesis-free manner.

Although these latter studies could be improved and need to be

replicated they are starting to implicate processes like cell

division, adhesion, neuronal migration, and neuronal plasticity,

as potentially important in the etiology of ADHD [Banaschewski

et al., 2010].

Although familial clustering does not necessarily reflect genetic

influences, the presence of this behavioral disorder in the two

siblings reinforces the hypothesis that the region involved could

include genes underlying ADHD [Smalley et al., 2001], probably

the EPHA5 gene could be a candidate, however other genes within

the region 4q13.1–q13.3 involved or even genes disrupted at the

insertion site on der(21) with abnormal expression could also be

important in determining the phenotype.
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A patient with a de novo cryptic 7q36.2q36.3 deletion presented

with multiple congenital eye abnormalities, short stature and

craniofacial dysmorphism, in the absence of intellectual dis-

ability. This report further delineates the 7q36 microdeletion

syndrome. � 2013 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: cryptic deletion; 7q36; microdeletion; SHH gene;

dysmorphism

INTRODUCTION

With the increasing availability of array comparative genomic

hybridization (array-CGH), copy number variations have been

found enriched among children with developmental delay with

andwithout congenital anomalies [Miller et al., 2010; Cooper et al.,

2011]. Due to the complexity of embryological development and

its vulnerability to dosage imbalances, it is not surprising that

cryptic genomic rearrangements are important causes of congenital

abnormalities.

The vertebrate eye is an example of a complex organ, comprising

highly specialized tissues (cornea, lens and retina) of different

embryological origin. The timely action of transcription factors,

such as SHH (Sonic Hedgehog) and PAX6 (Paired Box 6), their

inductive signals and the gradients generated between them ensure

the correct development of the different ocular structures. Studies

of model organisms [Gongal et al., 2011] have shown that dis-

turbances in the dosage and fine balance between developmental

toolkit genes, regulators of development, lead to multiple congeni-

tal eye defects [Graw, 2010; Slavotinek, 2011].

We describe a de novo cryptic interstitial chromosomal

7q36.2q36.3deletionunderlyingmultiplemalformations that com-

prise eye abnormalities, short stature, craniofacial dysmorphism

and agenesis of both centralmaxillary incisors in a boy with normal

psychomotor development.

CLINICAL REPORT

Our patient was born at 39 weeks gestational to healthy, young,

nonconsanguineous parents, with no relevant family history,

with birth weight of 2900 g (9th–25th centile) and length of

45 cm (<2nd centile), respectively. His occipito-frontal circumfer-

ence (OFC) was 32.5 cm (2nd–9th centile). The growth para-

meters were compared to the WHO Child Growth Standards

(www.who.int/childgrowth/en). Two hours after birth he was

admitted at the neonatal intensive care unit due to respiratory

distress secondary to tracheomalacia. Furthermore, hewas noted to
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have nasal septum deviation and bilateral vertical talus, which later

required surgery. Significant ocular malformations were observed,

including severe left microphthalmia with microcornea and hypo-

plastic optic disc (anocular prosthesiswas later adaptedover the eye

remnant). The right eye was moderately microphthalmic showing

microcornea and an inferior chorioretinal coloboma not affecting

the macula. An initial cytogenetics analysis by standard G-banding

was reported as normal. He was discharged after 1 month with

resolution of the respiratory distress.

During his first 6 months of life, all growth parameters fell off in

the growth curves, stabilizing at age 24months between the 2nd and

the9th centiles forweight andbetween the0.4th and2ndcentiles for

height and OFC. He had no feeding difficulties and presented an

otherwise good general condition. Routine laboratory tests ruled

out common causes of failure to thrive, such as gastro-intestinal

disorders, cystic fibrosis, celiac disease, kidney problems, endocrine

abnormalities or chronic infection.

He developed horizontal nystagmus at age 3months, and a right

partial rhegmatogenous retinal detachment was diagnosed. He

underwent pars plana vitrectomy, with external circular indenta-

tion and internal tamponade. At age 1 year, a head CT scan

confirmed a right microphthalmic eye with posterior subluxated

lens and dysplastic optic nerve, as well as the right inferior nasal

chorioretinal coloboma and a completely attached retina. The left

eye presented severemicrophthalmia (axial length less than 10mm)

and a hypoplastic optic nerve. No intraorbital cystic structureswere

identified.

His nystagmus became less apparent, although he still uses an

abnormal head position to improve visual acuity. At present,

his best corrected visual acuity is 20/100 (with �13.00þ 3.00�
50–myopic astigmatism). In his right eye, he presents a 9mm

microcornea, 360� hypoplastic and heterochromic iris and a trans-

parent lens. Fundus examination confirmed a right colobomatous

dysplastic optic disc, several peripapillary coloboma-like areas and

vitreoretinal degeneration (Fig. 1a). Nerve fiber layer OCT

(Spectralis) analysis of the right disc confirmed normal thickness

for the nasal, superior, and temporal quadrants, while the inferior

quadrant was outside normal limits (80micra, P< 0.01).

He was referred to the Medical Genetics department at age

13 years by his ophthalmologist. He presented a stature of

137 cm and weight of 28.8 kg, both between the 0.4th and the

2nd centiles, whichwere significantly below the target centile range,

based on the mid-parental height. His OFC was 49 cm (<0.4th

centile). His short stature was proportionate. Facial dysmorphic

features were observed and included a long, thin face, bitemporal

narrowing, midface hypoplasia, depressed nasal bridge, and long

nasal ridge, smooth, short philtrum, and thin vermillion of the

upper lip (Fig. 1b,c). Other phenotypical characteristics included

tapered fingers, proximal implantation of thumbs and short fifth

finger (Fig. 1d), pes planus, high palate and absence of the two

FIG. 1. a: Ophtalmological examination showing pale optic disc coloboma, several chorioretinal lacunae (coloboma-like lesions) in the superotemporal

quadrant and temporalmacula, heterogeneity of theRPEwith peripapillary atrophy and hyperpigmentation. A falciformvitreous veil partially distorts

the fundus image. The retina was attached 360�. b,c: The patient presents a long face, depressed nasal bridge, long nasal ridge, thin vermillion of the
upper lip and absence of the twomaxillary central incisors. d: Tapering fingers and short fifth finger could be observed. e: Orthopantomogram (Dental

Panoramic Radiograph), showing a panoramic scanning dental X-ray of the upper and lower jaw and evidencing agenesis of the two central maxillary

incisors. [Color figure can be seen in the online version of this article, available at http://wileyonlinelibrary.com/journal/ajmga]
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central maxillary incisors (Fig. 1e). Brain MRI scan, skeletal survey

(including bone age), heart, abdominal and renal/pelvic ultrasound

were normal.

He presents no learning disabilities. Psychomotor development

was evaluated using the Wechsler Intelligence Scale for Children,

3rd ed. (WISC-III). His global level of cognitive functioning (IQ)

was at the 50th centile for his chronological age, when compensated

for his visual impairment.

METHODS AND RESULTS

Cytogenetic and Molecular Studies
High resolution cytogenetic analysis suggested a small cryptic

terminal deletion at 7q36. In order to further study the putative

rearrangement, MLPA subtelomeric screening (P036, P070—
MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) was performed

and had a normal result. In order to confirm or rule out an

interchromosomal rearrangement, FISH (Fluorescence in situ

Hybridization) was applied using subtelomere specific probes

(ToTelVysion, Abbott Molecular, IL), which showed again a

normal result. Oligoarray-CGH analysis using Agilent SurePrint

G3HumanGenomemicroarray180K(AgilentTechnologies, Santa

Clara, CA) revealed a deletion spanning about 2.9Mb of genomic

DNA between 153,206,357 and 156,133,135 bp (hg19; GRCh Build

37.1, February 2009) [Kent et al., 2002] (Fig. 2). His parents do not

carry this deletion, and therefore we concluded that this was a de

novo rearrangement.

The final karyotype of the proband was 46,XY,del(7)

(q36.1� q36.3).arr 7q36.2q36.3(153,206,357–156,133,135)x1dn.

Analysis of the Deletion
The deletion encompasses 11 RefSeq genes, seven are listed in

OMIM (HIR5A, INSIG1, DPP6, CNPY1, PAXIP1, EN2, SHH).

In silico analysis indicates that the last four genes listed are

involved in development. Larger 7q36.3-qter deletions have been

described in the literature [Frints et al., 1998; Horn et al., 2004;

Ginocchio et al., 2008].Most of these patients presented significant

psychomotor development delay, failure to thrive, microcephaly,

holoprosencephaly spectrum disorders and associated brain

malformations. Most had additional major malformations

(Table I).

The Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/

variation/) reports copy number variants (including deletions)

involving PAX1P1, CNPY1, and EN2, but not SHH. A deletion

with similar breakpoints has not yet been described in the Database

FIG. 2. a: Oligoarray-CGH ratio profiles for chromosome 7 showing a de novo deletion at 7q36.2–q36.3 between the nucleotide positions

153,206,357–156,133,135. b: Partial G-banded karyogram of pair 7, the arrow indicates the region with the cryptic deletion. c: Image showing a

detail of the deleted 7q36.2–q36.3 genomic fragment, indicating, as red horizontal bars patients which have been described with partially

overlapping deletions, as well as duplications in blue. Most of the reported deletions are significantly larger than our patient’s deletion. [UCSC

Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly]. [Color figure can be seen in the online version of this article, available at http://

wileyonlinelibrary.com/journal/ajmga]
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of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using

Ensembl Resources (DECIPHER, https://decipher. sanger.ac.uk/).

Most patients reported in DECIPHER present larger deletions or

duplications and these have a more severe phenotype. However, a

few patients are reported with partially overlapping deletions of

similar lengths (Fig. 2c), particularly patients 253865 and 1050: The

first is reported to have intellectual disability/developmental delay.

The latter has a smaller deletion including SHH, and presents

choanal stenosis, iris coloboma, microphthalmia, plagiocephaly

and short stature of prenatal onset; thus, there are some similarities

with our patient’s phenotype.

DISCUSSION

We report on a cryptic de novo cryptic deletion at 7q36.2q36.3 in a

male withmultiple congenital abnormalities, particularly defects in

eye development. The report of overlapping deletions in other

patients supports the pathogenic role of submicroscopic chromo-

somal rearrangements involving 7q36 [Frints et al., 1998; Horn

et al., 2004; Ginocchio et al., 2008]. Our patient’s presentation

appears partially congruent with that of another patient with a

partially overlapping deletion; particularly ocular anomalies asso-

ciated with SHH loss-of-function mutations and holoprosence-

phaly [Pineda-Alvarez et al., 2011]. Furthermore, he lacks both

maxillary central incisors, an unusual finding which further delin-

eates the 7q36 deletion syndrome.

This rearrangement affects several genes involved in early devel-

opment, particularly SHH, EN2, CNPY1, and PAXIP1, which are

highly conserved genes. The dose dependent gradients between

these molecules are important in early morphogenesis. Therefore,

it would not be surprising that malformations can arise if these

events are disturbed, for instance, by a cryptic chromosomal

deletion.

The fact that CNVs affecting PAX1P1, EN2, and CNPY1 have

been reported indicates that haploinsufficiency for these genes is

probably not pathogenic. In contrast, no CNVs affecting SHH have

been documented, which is understandable given its well estab-

lished role in human development and disease [Frints et al., 1998;

Horn et al., 2004; Gongal et al., 2011; Pineda-Alvarez et al., 2011;

Slavotinek, 2011], SHH deletion appears to cause most of the

phenotype in our patient.

SHHplays a key role in regulating vertebrate organogenesis, such

as in the growth of digits on limbs and patterning of the central

nervous system. It is known that defects in SHH, or components of

the SHH signaling cascade, cause holoprosencephaly spectrum

disorders, with a continuum of brain, growth and craniofacial

anomalies. Abroad range of ocular abnormalities has been reported

as part of the holoprosencephaly spectrum, which includesmidline

anomalies, ranging from cyclopia to hypotelorism, chorioretinal

and iris coloboma, microphthalmia and high refractive errors

[Pineda-Alvarez et al., 2011]. The importance of sonic hedgehog

signaling in eye development is well established, particularly in the

separation of the single eye field [Graw, 2010; Pottin et al., 2011;

Slavotinek, 2011]. In addition, it is required for normal retinal

morphogenesis, retinal ganglion cell axon pathfinding and tectal

targeting in the developing visual system. Its signaling is also

TABLE I. Comparison of Some Cases Reported in the Literature Presenting Submicroscopic Chromosomal Rearrangements Involving 7q36

Patient 1 2 3 4 5 6 7 8
Failure to thrive/short stature – – þ þ þ þ þ þ
Microcephaly þ þ þ þ þ þ þ þ
Midface hypoplasia þ þ þ þ þ – – þ
Depressed nasal bridge þ þ – – – þ
Maxillary central incisor þ þ – – þ – – –
Other dental anomalies – – – – – þd þf þi

Choanal narrowing – – – – – – – –
Feeding problems – – þ þ – þ þ –
Currarino syndrome spectrum þ þ – þ – – –
Hypoplasia/agenesis of the corpus callosum – – þ – þ – þ –
Other brain anomaly – – – – b – g –
Ophtalmological anomalies – – a – c e h þj

Psychomotor development delay þ þ þ þ þ þ þ –
Masuno
et al.
[1990]

Masuno
et al.
[1990]

Frints
et al.
[1998]

Horn
et al.
[2004]

Horn
et al.
[2004]

Horn
et al.
[2004]

Horn
et al.
[2004]

Our
patient

(þ) Present; (�) not present or not described.
aNystagmus, small but normal optic discs.
bHypoplasia of the pituitary gland.
cStrabismus convergens and ptosis.
dAbsence of primary and permanent incisors in the lower and upper jaw.
eCongenital cataracts, bilateral colobomas of the choroid and bilateral ptosis.
fUnevenly spaced teeth.
gDilated lateral ventricles.
hBilateral sensorineural hearing loss.
iAbsent medial upper incisors.
jMicrophthalmia, microcornea, hypoplastic optic disc (further description in the text).
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required for initial target recognition at the optic tectum [Gordon

et al., 2010].

CONCLUSION

We describe a de novo cryptic deletion at 7q36.2q36.3, causing

multiple congenital anomalies, further delineating the 7q36 dele-

tion syndrome. Our report illustrates how the application of array-

based comparative genomic hybridization for genetic testing of

individuals with unexplained inborn errors of development can

provide a window through which we can better understand normal

morphogenesis at the molecular level.
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CASE REPORT Open Access

Critical region in 2q31.2q32.3 deletion syndrome:
Report of two phenotypically distinct patients,
one with an additional deletion in Alagille
syndrome region
Susana Isabel Ferreira1, Eunice Matoso1,3, Margarida Venâncio2, Jorge Saraiva2, Joana B Melo1,3 and
Isabel Marques Carreira1,3*

Abstract

Background: Standard cytogenetic analysis has revealed to date more than 30 reported cases presenting interstitial
deletions involving region 2q31-q32, but with poorly defined breakpoints. After the postulation of 2q31.2q32.3
deletion as a clinically recognizable disorder, more patients were reported with a critical region proposed and
candidate genes pointed out.

Results: We report two female patients with de novo chromosome 2 cytogenetically visible deletions, one of them
with an additional de novo deletion in chromosome 20p12.2p12.3. Patient I presents a 16.8 Mb deletion in
2q31.2q32.3 while patient II presents a smaller deletion of 7 Mb in 2q32.1q32.3, entirely contained within patient I
deleted region, and a second 4 Mb deletion in Alagille syndrome region. Patient I clearly manifests symptoms
associated with the 2q31.2q32.3 deletion syndrome, like the muscular phenotype and behavioral problems, while
patient II phenotype is compatible with the 20p12 deletion since she manifests problems at the cardiac level,
without significant dysmorphisms and an apparently normal psychomotor development.

Conclusions: Whereas Alagille syndrome is a well characterized condition mainly caused by haploinsufficiency of
JAG1 gene, with manifestations that can range from slight clinical findings to major symptoms in different domains,
the 2q31.2q32.3 deletion syndrome is still being delineated. The occurrence of both imbalances in reported patient
II would be expected to cause a more severe phenotype compared to the individual phenotype associated with
each imbalance, which is not the case, since there are no manifestations due to the 2q32 deletion. This, together
with the fact that patient I deleted region overlaps previously reported cases and patient II deletion is outside this
common region, reinforces the existence of a critical region in 2q31.3q32.1, between 181 to 185 Mb, responsible for
the clinical phenotype.

Keywords: 2q31.2q32.3 deletion, Critical region, Alagille syndrome

Background
Standard cytogenetic analysis has revealed to date more
than 30 reported cases presenting interstitial deletions in-
volving region 2q31-q32, but with poorly defined break-
points [1]. After the reports of Van Buggenhout et al. [2]

and Mencarelli et al. [3], Prontera et al. [4] was the first to
postulate 2q31.2q32.3 deletion as a clinically recognizable
disorder. Rifai et al. [1] and Cocchella et al. [5] reported
two additional patients, with the last one refining a critical
region for the syndrome and pointing out candidate genes
to explain the phenotype. The common clinical features
include pre- and postnatal growth retardation, severe
mental retardation, distinct facial dysmorphisms, thin and
sparse hair, micrognathia, cleft or high palate, relative
macroglossia, dacryocystitis (inflammation and infection
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of the tear sac), persistent feeding difficulties, inguinal
hernia and broad-based gait [1].
An already established condition is Alagille syndrome

(AGS - OMIM 118450), a multi-system, dominantly
inherited developmental disorder [6]. AGS maps to
20p12 and is mainly caused by haploinsufficiency of the
Jagged-1 gene (JAG1- OMIM 601920), due to mutations
in 70% of the cases and to deletions in 3-7% of the
patients [6]. The clinical manifestations of the syndrome
are highly variable, ranging from slight clinical findings
to major symptoms in 5 domains: cardiac, skeletal, ocu-
lar, facial and liver [6].
We report two different female patients with chromo-

some 2 deletions, both de novo. Patient I presents a
16.8 Mb deletion in 2q31.2q32.3 while patient II
presents a smaller deletion of 7 Mb in 2q32.1q32.3,
entirely contained within patient I deleted region.
Besides this deletion patient II also presents a de novo
4 Mb deletion in 20p12.2p12.3 Alagille syndrome region.
Patient I manifests symptoms clearly associated with the
2q31.2q32.3 deletion syndrome, while patient II manifes-
tations are exclusively associated with AGS. As the
region deleted exclusively in patient I, and normal in
patient II, overlaps the previously reported deletions [3-5],
we intent to contribute to the refinement of the critical
region responsible for the 2q31.2q32.3 deletion
syndrome.

Clinical report
Patient I
Girl with 8 years and 9 months old, the second female child
of healthy unrelated parents with an unremarkable family
history. The pregnancy was uneventful, without any signs
of intrauterine growth restriction and the birth was normal
at 36 weeks gestation. Birth weight was 2470 g (50th cen-
tile), birth length 44 cm (10th centile) and birth head cir-
cumference 32.5 cm (50th centile). At the age of 8 years
her height was 124.5 cm (25th centile), her weight 25.3 kg
(50th centile) and head circumference 52.5 cm (75th centile).
In the first year of life she had recurrent episodes of dacryo-
cystitis and feeding problems, but nowadays she has uncon-
trollable eating habits which her parents cope with
successfully. She has behavioral problems, with some ag-
gressively and an unpredictable humor, but has an active
speech. According to the Wechsler Intelligence Scale for
Children (WISC), she has mild mental retardation with a
full scale IQ score of 69, verbal IQ score of 73 and perform-
ance IQ score of 75. Distinguishing features include thick
and coarse hair, dry skin, brachycephaly with a large but
narrow forehead, deep set eyes and midface hypoplasia.
The palate is high and narrow, similarly to her mother and
other familiars. She has bilateral tapering fingers, sandal
gap and limb muscle hypertrophy with difficulties in motor
coordination and fine motor skills.

Patient II
Three year-old girl, the third child of a healthy unrelated
couple, with an unremarkable family history. She was
born at 36 weeks of gestation, but at 34 weeks was identi-
fied an oligohydramnios. Cytogenetic prenatal diagnosis
due to advanced maternal age was performed in another
laboratory and revealed a normal karyotype. At delivery
her birth weight was 2164 g (between the 25th and the
75th percentile), birth length 43 cm (3rd percentile) and
birth occipitofrontal circumference (OFC) 30 cm (below
the 5th percentile). Her Apgar score (9 at the first minute
and 10 at the fifth minute) was normal. In the neonatal
period she was admitted in a neonatal intensive care unit
for 20 days due to a urinary tract infection. Complemen-
tary diagnostic exams revealed a congenital heart disease
characterized by a subaortic ventricular septal defect, pul-
monary stenosis and a patent ductus arteriousus. The renal
ultrasound made the diagnosis of a vesicoureteral reflux.
Clinical examination at 19 months revealed no significant
dysmorphisms with an apparently normal psychomotor
development. Her standing height (77.5 cm, 10th percent-
ile) and OFC (46 cm, 25th percentile) were normal, but her
weight was below the 5th percentile (9.040 g).
Standard cytogenetic analysis of peripheral blood lym-

phocytes was performed on both patients revealing
imbalances on chromosome 2 that were further charac-
terized by oligoarray-CGH.

Results
Chromosomal analysis of G-banded metaphases from pro-
bands and their progenitors showed both patients to have
de novo (paternity and maternity confirmed) interstitial
deletions in chromosome 2 between bands 2q32.1q32.3
(Figure 1A-C). Karyotypes of both girls were

46,XX,del(2)(q32.1~q32.3)dn.

Oligoarray-CGH analysis confirmed both deletions
spanning in patient I about 16.8 Mb of genomic DNA
and in patient II 7 Mb (Figure 2A-C). In patient I the
deletion involves 72 genes from position 178,121,127 bp
(clone A_16_P00537150) to 194,943,948 bp (clo-
ne_A16_P36015481), with the proximal breakpoint be-
tween 178,112,041 bp and 178,112,127 bp and the distal
breakpoint between 194,943,948 bp and 194,976,996 bp
(mapped according to GRCh37, hg 19) (Figure 2B, D).
Patient I final karyotype was:

46,XX,del(2)(q32.1 ~ q32.3).arr 2q31.2q32.3(178,121,127-
194,943,948)x1 dn.

In patient II the deletion involves 37 genes from position
186,138,564 bp (clone A_16_P15961767) to 193,143,843 bp
(clone A_18_P13572014) with the proximal breakpoint
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between 186,075,664 bp and 186,138,564 bp and the distal
breakpoint between 193,143,843 bp and 193,194,619 bp
(mapped according to GRCh37, hg 19) (Figure 2C, E). Oli-
goarray-CGH analysis also disclosed an unexpected
20p12.2p12.3 deletion in patient II spanning about 4 Mb
and involving 13 genes from position 7,993,915 bp (clone
A_16_P21064860) to position 11,937,684 bp (clone
A_16_P03485400). The distal breakpoint is between
7,982,406 bp and 7,993,915 bp and the proximal breakpoint
between 11,937,684 bp and 11,982,565 bp (mapped accord-
ing to GRCh37, hg 19) (Figure 2F-H). Revisiting standard
G-banded metaphases it is not possible to detect the
20p12.2p12.3 deletion with certainty, since it is within a
cytogenetic difficult region (Figure 1D-E). MLPA SALSA
P297-B1 for microdeletion syndromes (MRC-Holland) con-
tains two probes for gene PAK7, included in the 20p dele-
tion. It allowed us to confirm the proband’s deletion and to
conclude it is de novo (paternity and maternity confirmed).
Patient II final karyotype was:

46,XX,del(2)(q32.1~q32.3).arr 2q32.1q32.3(186,138,564-
193,143,843)x1,20p12.3p12.2(7,993,915-11,937,684)x1 dn

Discussion
Conventional cytogenetic evaluation of the reported
patients revealed chromosome 2q32 deletions that
were confirmed and refined by oligoarray-CGH. This
molecular technique also revealed a 20p12 deletion in
the Alagille syndrome region in patient II, enabling us
to conclude that one of the reported patients presents
two de novo deletions in two different chromosomes,
both associated with described syndromes.
In patient I, chromosome 2 deleted region involves 72

genes, with 14 reported in OMIM Morbid Map, and in
patient II it involves 37 genes, all in common with pa-
tient I. Of the 37 genes that are deleted in both patients,

6 are described in the OMIM Morbid Map (Figure 3).
One of those genes is MSTN (myostatin - OMIM
601788) whose loss-of-function mutations are associated
with muscle hypertrophy, the increase of the size of
muscle cells [7]. While reported patient I presents a
muscular phenotype and an inadequate strength to her
age, patient II does not present such features. We cannot
disregard the reduced age of patient II, that might justify
the actual absence of manifestations related to MSTN dele-
tion, but this is also in accordance with Prontera et al. [4]
argument that the manifestation of a muscular phenotype
can occur in patients with larger 2q31.2q32.3 deletions ra-
ther than in those with more distal deletions.
Considered as a possible candidate gene for the behav-

ioral phenotype in patients with 2q32 deletions is GLS
(glutaminase, phosphate-activated - OMIM 138280),
that encodes the major enzyme yielding glutamate
from glutamine, whose importance is derived from its
probable implication in behavior disturbances in which
glutamate acts as a neurotransmitter [8,9]. This gene is
deleted in both patients, and while patient I presents
behavioral problems, patient II has an apparently nor-
mal psychomotor development to date. Meanwhile,
according to the haploinsufficiency scores defined by
the study of Huang et al. [10], GLS has a score of
69%, making it a gene more likely to be haplosuffi-
cient. Considering this data and the absence of mani-
festations in reported patient II, the behavioral
phenotype in patient I might be caused by the deletion
of ZNF804A gene (zinc finger protein 804A - OMIM
612282), whose haploinsufficiency score is 32%. This
score together with the described involvement of zinc
finger genes in mental retardation make ZNF804A a
candidate gene for cognitive and behavioral distur-
bances, consistently with previous findings involving
other zinc-finger genes in mental retardation [11-16].

Figure 1 Conventional cytogenetic results: Ideogram of chromosome 2 locating the deletion (A), conventional GTG banded pair of
chromosomes 2 from patients I (B) and II with the deleted chromosome on the right (C), ideogram of chromosome 20 locating the deletion (D)
and pair of chromosomes 20 from patient II (E).
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In patient I deleted region not concomitant with patient
II, 8 other genes are described in OMIM Morbid Map,
being the most relevant probably FRZB (frizzled-related
protein - OMIM 605083) and CERKL (ceramide kinase-like
- OMIM 608381) (Figure 3). FRZB gene codes for a protein
that might play a role in skeletal morphogenesis [17] and
thus can be a candidate gene for the craniofacial and hand/
foot abnormalities described in patients with this deletion,
since they commonly present tapering fingers at the hands
and sandal gap at the feet [3-5] as in reported patient I.
Haploinsufficiency of CERKL in patient I might justify her
cognitive impairment when compared to patient II, since it
codes for ceramide kinases that convert ceramide into cer-
amide-1-phosphate, both key mediators of cellular apop-
tosis and survival [18]. One gene also deleted only in
patient I, ITG4A (integrin alpha-4 - OMIM 192975), has
been reported to be associated with autism in two different
studies [19,20]. Cocchella et al. [5] postulated it to be a
candidate gene for the behavioral manifestations and for
the speech disorders observed in patients with 2q31.2q32.3

deletion, and the patient reported by Manolakos et al. [21],
whose deletion includes ITG4A, also presents a speech lim-
ited to simple vocalization with lack of meaning. However,
although our reported patient I presents behavioral pro-
blems she has an active speech, so we consider that ab-
sence of speech should be excluded of the core phenotype
of 2q31.2q32.3 deletion as proposed by Cocchella et al. [5].
Concerning patient II, the cryptic imbalance detected

by oligoarray-CGH at 20p12 is compatible with her clin-
ical manifestations. Of the 13 genes deleted, 3 are
described in OMIM Morbid Map, MKKS (McKusick-
Kaufman syndrome - OMIM 604896), PLCB1 (phospho-
lipase C, beta 1 - OMIM 607120) and JAG1 genes.
MKKS and PLCB1genes are associated with McKusick-
Kaufman syndrome (OMIM 236700) and Early Infantile
Epileptic Encephalopathy-12 (OMIM 613722), respect-
ively, both autosomal recessive disorders.
As already mentioned, JAG1 gene haploinsufficiency is

responsible for Alagille syndrome, whose clinical manifes-
tations are highly variable [6]. Of the five clinical criteria

Figure 2 Oligoarray-CGH ratio profiles for chromosomes 2 and 20: chromosome 2 ideogram (A), Log2 ratio of chromosome 2 probes
plotted as a function of chromosomal position for patients I (B) and II (C), genes involved in the 2q32deletion of patients I (D) and II (E);
chromosome 20 ideogram (F), Log2 ratio of chromosome 20 probes plotted as a function of chromosomal position for patient II (G), genes
involved in the 20p12 deletion of patient II (H). Each spot represents a probe, with the patient DNA labeled in red (Cy5) and the control DNA
labeled in green (Cy3). Log2 ratios of zero represent equal fluorescence between both samples and the log2 ratio of -1 means copy number loss
of the sample DNA.
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for the diagnosis of AGS, patient II presents only manifes-
tations at the cardiac level. This case might be one of those
cases with low penetrance and expressivity [22] or the ab-
sence of additional clinical manifestations might be due to
the reduced age of the proband. A challenge is put upon
the clinical geneticist to do the follow-up of the child de-
velopment, in order to establish a definitive phenotype and
a correlation with the two reported chromosomal imbal-
ances. The occurrence of both abnormalities would be
expected to cause a more severe phenotype compared to
the individual phenotype associated with each imbalance,
which is not the case. We cannot rule incomplete pene-
trance of this imbalance. Taking into consideration that
reported patient II does not present clinical features usually
reported in 2q31.2q32.3 deletion syndrome, we can suggest
that the critical region associated with the phenotype is
outside patient II deleted region. As patient I manifests
phenotypic features common to the other reported
patients in the literature and their deletions overlap a com-
mon region, our results support Cocchella et al. [5] sugges-
tion that the main phenotype is probably caused by the
involvement of a small segment between 2q31.2q32.3. Fur-
thermore we suggest that the critical region should involve
bands 2q31.3q32.1 between 181 to 185 Mb, containing
CERKL, FRZB, ZNF804A and ITG4A genes discussed

above (Figure 3). We did not consider the distal breakpoint
of the patient reported by Manolakos et al. [21] since her
phenotype is restricted to mental retardation and limited
speech, probably related to the involvement of genes like
CERKL and ITG4A. FRZB gene is normal in this patient,
which is consistent with the absence of craniofacial and
hand/foot abnormalities features that are common to
patients with deletions involving this gene.
Establishing a syndrome with defined clinical characteris-

tics is still difficult, due to the reported diversity of manifes-
tations and phenotypes severity. Report of more cases fully
characterized at a clinical and molecular level will be of
major importance to definitely define the critical region of
2q31.2q32.3 deletion syndrome and to establish the core
phenotype.
Patient II illustrates that multiple chromosome abnormal-

ities in the same patient might be, to date, underestimated,
because without oligoarray-CGH analysis and typical clin-
ical manifestations of Alagille syndrome, the 20p12 deletion
would not be identified and the proband’s phenotype would
only be attributed to the 2q32 deletion. Array-CGH is a
valuable and cost effective tool to detect cryptic genomic
imbalances, to further characterize cytogenetically detected
alterations and to accurately estimate the frequency of
patients with multiple chromosome imbalances.

Figure 3 Patients I and II chromosome 2 deletion compared to four previously reported patients. OMIM Morbid Map genes are in red
and other genes discussed in the text are in green. The dotted black rectangle delimitates the common deleted region among the patients.
Breakpoints mapped according to GRCh37, hg 19.
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Methods
Conventional cytogenetic analysis
Conventional GTG banding, done according to standard
protocols, was performed on peripheral blood lymphocytes
of both probands and their progenitors [23]. Karyotypes
were established according to the International System for
Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) 2009 [24].

Array-CGH
Precise determination of the breakpoints in the probands
chromosomal imbalances was performed using Agilent
SurePrint G3 Human Genome microarray 180 K (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA), an oligonucleotide
microarray containing approximately 180 000 60-mer
probes with a 17 Kb average probe spacing. Genomic
DNA of both patients was extracted from peripheral blood
lymphocytes using Jetquick blood and cell culture DNA
Midi Spin kit (Genomed, Löhne, Germany). Genomic DNA
of a normal female control was obtained from Promega
(Madison, WI, USA). Labeling was performed using Agilent
Genomic DNA enzymatic labeling kit (Agilent) according
to the manufacturers’ instructions. After hybridization, the
oligoarray-CGH slide was scanned on an Agilent scanner,
processed with Feature Extraction software (v10.7) and
results were analyzed using Agilent Genomic Workbench
(v6.0) with the following settings: ADM2 as aberration algo-
rithm, threshold of 6.0, moving average 2 Mb.
MLPA was used to confirm oligoarray-CGH result for

chromosome 20 [25] in patient II with commercially
available SALSA P297-B1 for Microdeletion syndromes
(MRC-Holland, Amsterdam, Netherlands) and was per-
formed according to the manufacturers’ instructions.
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Abstract
Background: Inverted duplications (inv dup) of a terminal chromosome region are a particular subset of
rearrangements that often results in partial tetrasomy or partial trisomy when accompanied by a deleted
chromosome. Associated mosaicism could be the consequence of a post-zygotic event or could result
from the correction of a trisomic conception. Tetrasomies of distal segments of the chromosome 3q are
rare genetic events and their phenotypic manifestations are diverse. To our knowledge, there are only 12
cases reported with partial 3q tetrasomy. Generally, individuals with this genomic imbalance present mild
to severe developmental delay, facial dysmorphisms and skin pigmentary disorders.

Results: We present the results of the molecular cytogenetic characterization of an unbalanced mosaic
karyotype consisting of mos 46,XY,add(12)(p13.3) [56]/46,XY [44] in a previously described 11 years old
autistic boy, re-evaluated at adult age. The employment of fluorescence in situ hybridization (FISH) and
multicolor banding (MCB) techniques identified the extra material on 12p to be derived from chromosome
3, defining the additional material on 12p as an inv dup(3)(qter → q26.3::q26.3 → qter). Subsequently,
array-based comparative genomic hybridization (aCGH) confirmed the breakpoint at 3q26.31, defining the
extra material with a length of 24.92 Mb to be between 174.37 and 199.29 Mb.

Conclusion: This is the thirteenth reported case of inversion-duplication 3q, being the first one described
as an inv dup translocated onto a non-homologous chromosome. The mosaic terminal inv dup(3q)
observed could be the result of two proposed alternative mechanisms. The most striking feature of this
case is the autistic behavior of the proband, a characteristic not shared by any other patient with tetrasomy
for 3q26.31 → 3qter. The present work further illustrates the advantages of the use of an integrative
cytogenetic strategy, composed both by conventional and molecular techniques, on providing powerful
information for an accurate diagnosis. This report also highlights a chromosome region potentially involved
in autistic disorders.

Published: 4 August 2009

Molecular Cytogenetics 2009, 2:16 doi:10.1186/1755-8166-2-16

Received: 18 May 2009
Accepted: 4 August 2009

This article is available from: http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/16

© 2009 Carreira et al; licensee BioMed Central Ltd. 
This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), 
which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.

107

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=PubMed&dopt=Abstract&list_uids=19653912
http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/16
http://creativecommons.org/licenses/by/2.0
http://www.biomedcentral.com/
http://www.biomedcentral.com/info/about/charter/


Molecular Cytogenetics 2009, 2:16 http://www.molecularcytogenetics.org/content/2/1/16

Page 2 of 7

(page number not for citation purposes)

Background
According to the orientation of the duplicated segment,
duplications may be classified either as tandem or
inverted, being the last usually associated with deletion of
the distal region of the duplicated chromosome [1]. The
best studied cases of inverted duplications (inv dup) are
the inv dup(8p) [2,3] and bisatellited inv dup(15) [4],
which are usually non-mosaic. In contrast, mosaic
inverted duplications are derived from different post-
zygotic mechanisms for which various possible origins
have been proposed [5-7]. There is also a particular subset
of inv dup in which the duplication ends terminally on
the chromosome and which are named terminal inv dup
[8,9].

Tetrasomy of distal 3q segments is associated with adverse
phenotypic manifestations, ranging from mild develop-
mental delay to deep facial dysmorphisms, resembling
patients with the dup(3q) and Brachmann-de Lange syn-
dromes. Accordingly, some of the patients with 3q tetras-
omy show hirsutism, synophrys, broad nasal root,
anteverted nares, thin upper lip with downturned mouth
corners, craniosynostosis, urinary tract anomalies, micro-
gnathia, cleft palate and malformed ears, characteristics
also seen in patients with the dup(3q) syndrome [10].
Brachmann-de Lange syndrome (BDLS) has overlapping
features with dup(3q) syndrome, but with apparently nor-
mal chromosomes [11,12].

In this study we characterize by molecular cytogenetics a
case of an autistic child previously reported by our group,
with a mosaic partial tetrasomy of a distal chromosome
3q segment translocated to the short arm of the chromo-
some 12 [13]. To our knowledge, this is the first report of
a mosaic terminal inv dup(3q) captured in an intact 12p
subtelomere. Using fluorescence in situ hybridization
(FISH) and array-based comparative genomic hybridiza-
tion (aCGH) we have better characterized the extra mate-
rial of chromosome 3 as qter → q26.31::q26.31 → qter.
Furthermore, the mechanism of formation for this rear-
rangement is discussed.

Case presentation
The male child was the first born of non-consanguineous
healthy parents and was delivered at term after an une-
ventful pregnancy. His birth weight was 2850 g (<5th cen-
tile) and there were no major neonatal problems, except
for the club foot surgically corrected. However, a general
developmental delay was noted soon after birth and fever
convulsions were observed between the age of 9 and 24
months old.

As a consequence of suspicions of a pervasive develop-
mental disorder of autistic type, at the age of 3, the
proband was referred to a child psychiatrist, who directed

him to an autism unit. At 11 years old, his height was
between the 25th and 50th centile, weight was on the
90th centile and head circumference was on the 50th cen-
tile. Some minor dismorphic features were also observed,
such as low set and slightly enlarged ears, high and arched
palate and round face. No skin pigmentation disorders
were observed. He was submitted to a multidisciplinary
neurodevelopmental assessment and showed an adaptive
behavior at the 30 month age level and a nonverbal IQ of
61, corresponding to a mild delay, a diagnosis of autism
was based on Autism diagnostic interview-revised and the
Statistical Mental Disorder IV edition criteria [13-15]. At
adult age the proband maintain a clinic of autism and has
an adaptative behaviour evaluated with Vineland Adapta-
tive behaviour scales – survey form with a standard score
of 30 for communication domain, 59 for daily living skills
domain and 63 for socialization domain [16].

Results
Conventional cytogenetic analysis
The GTG banded chromosome analysis on peripheral
blood lymphocytes of the proband showed a normal cell
line 46,XY in 44% of the metaphases studied. In the other
56% of cells, an unbalanced karyotype with additional
material on the terminal end of the short arm of chromo-
some 12 was identified as 46,XY,add(12)(p13.3) (Fig. 1).
The banding pattern suggested that if any portion of chro-

Partial GTG-banded karyogram and ideogramsFigure 1
Partial GTG-banded karyogram and ideograms. 
GTG-banded normal chromosomes 3 homologous (left) and 
normal chromosome 12 plus the der(12) (right) are 
showned. Ideograms of the normal chromosome 3, 12 and of 
the der(12) with the inv dup(3)(q26.31qter) segment translo-
cated on 12pter are represented. The localization of subtelo-
meric probes 3qter (red) and 12pter (green) are signed in 
the ideograms. The breakpoint of 3q26.31 is represented by 
an arrow (→).
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mosome 12 could be lost, it would be a very small region
of the tip of 12p. The additional material on chromosome
12 could not be easily matched to a specific region of
either chromosome 12 or any other chromosome.

Skin fibroblast cultures of the proband confirmed the
mosaic, with the abnormal cell line in only 14% of the 50
metaphases studied. As expected, the karyotypes of both
parents were normal.

Molecular cytogenetic Studies
FISH and MCB analysis
In order to identify the extra material on the der(12), FISH
was performed using the whole chromosome paint (wcp)
M-multiprobe system (Cytocell), with specific libraries for
all chromosomes. The wcp12 did not paint the entire 12p,
showing that the extra material was not derived from
chromosome 12 (data not shown). Also, the wcp12 did
not paint any portion of any other chromosome ruling
out a reciprocal translocation. When wcp3 was used, both
chromosomes 3 were fully painted and an additional sig-
nal was present on one of the 12p-arms (data not shown).
On the re-evaluation of the case partial chromosome
paint (pcp) 3q was used showing that the additional
material was derived from the long arm of chromosome 3
(Fig. 2A). The combined results of G-banding and FISH
indicated that only the distal part of 3q could be involved
in the rearrangement, suggesting a partial trisomy of
3q25? → qter.

Further FISH analysis was performed using specific probes
for the subtelomeric regions of chromosome 3 (D3S4559,
D3S4560; Vysis) which showed that the subtelomeric
regions of both chromosomes 3 were intact, and that the
3q subtelomeric probe hybridised at both ends of the
extra segment, suggesting an inverted duplication of the
terminal 3q (Fig. 2A). To identify a possible loss or cryptic
translocation of the 12p sutelomere, the subtelomeric
probe for 12pter (GenBank U57865, Vysis) was used. It
hybridized as expected in the normal chromosome 12
and an hybridization signal was also seen in the der(12),
at the junction point of the additional material (Fig. 2B).
The G-banding was revisited, taking into account the FISH
findings (Fig. 1), and the additional material on 12p was
interpreted as an inverted duplicated segment inv
dup(3)(qter → q26.3::q26.3 → qter) being the patient tet-
rasomic for the region 3q26.3 → 3qter.

To confirm this result described previously by us [13],
multicolor banding (MCB) analysis was performed using
a chromosome 3 specific probe set [17]. It was proved that
the additional material on 12 resulted from an inverted
duplication of the terminal portion of 3q(:qter →
q26.3::q26.3 → qter) (Fig. 2C). Altogether these results
led to the final karyotype: mos 46,XY,add12(p13.3).ish
inv dup(3)(qter → q26.3::q26.3 →
qter)(wcp3+,pcp3q+,D3S4560++) [56]/46,XY [44].

aCGH Analysis
The BAC-based aCGH performed in DNA extracted from
peripheral blood of the proband revealed an amplifica-
tion from 174.37 Mb (3q26.31) to 199.29 Mb (3qter),
and absence of a deletion on chromosome 12 (Fig. 3).
These observations were important to characterize the
extension of the extra material derived from chromosome
3 and to exclude a possible deletion in 12pter.

Discussion
In this work we have characterized by molecular cytoge-
netics a tetrasomy of a 3qter fragment. The carrier presents
minor facial dysmorphisms and general developmental
delay associated with an autistic disorder. His karyotype
was initially established from peripheral blood lym-
phocytes as mos 46,XY,add(12)(p13.3) [56]/46,XY [44]
[13]. The use of MCB and aCGH techniques allowed the
characterization of the extra material as being derived
from chromosome 3, involving an inv dup(3)(qter →
q26.3::q26.3 → qter) and with a length of 24.92 Mb.

Inverted duplications are a kind of genetic lesions that can
appear either as mosaic, or non-mosaic, depending on the
time that they are formed [18]. There are different well
established mechanisms proposed for the origin of termi-
nal inv dup. The present case, however, does not adjust
entirely with the usual mechanisms proposed for terminal

FISH analysis and multicolour banding patternFigure 2
FISH analysis and multicolour banding pattern. A) 
Partial chromosome 3q paint (pcp 3q-green) of normal chro-
mosomes 3 and of der(12), merged with 3q subtelomeric 
probe that hybridized at both ends of the additional segment 
(red). B) Hybridization of the subtelomeric probe 12p on the 
normal and the derivative chromosome 12. C) Multicolor 
banding analysis using specific probe sets for chromosomes 3 
and 12. The resultant pattern proved that the additional 
material on der(12) resulted from an inverted duplication of 
the terminal portion of 3q.
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inv dup that would imply a concomitant deletion or a dis-
tal extra marker chromosome stabilized by neocentromer-
ization. We propose three alternative mechanisms (Fig.
4A–C), two of them could have in common a first step in
gametogenesis with a double-strand break event at 3q,
repaired by fusion of the two sister chromatids (U-type
exchange) and giving rise to an acentric inv dup (Fig. 4A–
B). One possible mechanism for the subsequent step
would be the healing by telomere capture from a non-
homologous chromosome 12. A non-disjunction of the
12 homologous at meiosis I, led to the formation of a
gamete that after fertilization originated a trisomic zygote,
which included the der(12). In the first mitotic division,
in an attempt of cell rescue, two cell lines would have
been generated, by loosing either the der(12) or the nor-
mal 12 chromosome. A consequence of the heterodisomy
generated by the segregation error at meiosis I could be a
chromosome 12 uniparental disomy [19]. The other alter-
native mechanism (Fig. 4C) would be the generation of a
terminal acentric inv dup either as a result of a post-
zygotic mitotic division, which would necessarily lead to
mosaicism, or at meiosis. In this case, the post-zygotic sta-
bilization delay of the acentric inv dup, associated with
the telomere capture from a non-homologous chromo-
some 12, could explain the mosaicism [7,20,21].

Vanneste and colleagues have described that post-zygotic
chromosome instability is highly frequent in cleavage-
stage embryos, leading to segmental chromosomal imbal-
ances and mosaicism, probably a common cause of con-
stitutional chromosomal disorders. In this study, fifty-five
percent of embryos carried terminal segmental imbal-
ances, that were the result of DNA double-stranded breaks
possibly followed by non-disjunction of the acentric frag-
ment [22]. This study reinforces the theory that mosaic inv
dup formation is a post-zygotic event.

There are only twelve reported cases in the literature of inv
dup associated with tetrasomy for distal chromosome 3q
[10,23-33]. Of all documented cases, our proband is the
only one in which the tetrasomy is not an intrachromo-
somal triplication [32,33] or a supernumerary marker
chromosome [10,23-31].

The chromosome region of the present rearrangement has
been reported to be involved in both the BDLS (q26.3-
q27) and the dup(3q) syndromes (with q26.3 being the
critical region) [34-37]. Nonetheless, besides the mental
retardation, the low set ears, the arched palate, our patient
does not have any of the other 23 physical features com-
piled for those syndromes by Faas and colleagues [34].

Taking into account the twelve cases previously reported
and the present one, it becomes evident that the pheno-
types associated with tetrasomy of distal 3q segments are
heterogeneous [10,23-33]. As a consequence, we failed to
establish any genotype-phenotype correlation once nei-
ther the region involved nor the degree of the mosaicism
could be correlated with a consistent pattern. Neverthe-
less, the presence of skin pigmentary disorders is a partic-
ular feature that connects the majority of the cases
reported [23,25,27-32]. Indeed, hyperpigmentation is
present in 8 of the reported patients, with a pattern con-
cordant with lines of Blaschko in 5 patients. Correlating
these cases, Gimelli and colleagues proposed the presence
of a gene involved in skin pigmentation defects located at
3q27.1-qter region [30]. However, hypopigmentation
and hyperpigmentation following the Blaschko's lines are
relatively common in individuals with chromosomal
mosaicism. In the present case, although involving the
3q27.1-qter region, there are no skin pigmentary altera-
tions.

The autistic behavior observed in our patient, and not
reported in any other case with distal 3q tetrasomy, is an
interesting feature. According to the results of a genome-
wide screen performed by Auranen and colleagues, there
is evidence for a major susceptibility locus on chromo-
some 3q25-q27 for the autism-spectrum disorders [38].
Accordingly, a study of the same group revealed the exist-
ence of an allelic association on chromosome 3q25-q27
in families with autism spectrum disorders originating

Result of the array CGH analysis for chromosomes 3 and 12Figure 3
Result of the array CGH analysis for chromosomes 3 
and 12. The Y-axis represents the log2 of the intensity ratios 
(log2IR) of the combined dye swap experiments of patient/
control DNA. In the X-axis the distance of the BAC clones 
from the p telomeres is indicated (Mb). The red lines are the 
thresholds (4 × S.D.) for clone deletion (-0.39) or clone 
amplification (+0.39). The first clone with amplification is 
RP11-569P10 (starting at 174.37 Mb) and the flanking clone is 
RP11-44A1 (ending at 173.86 Mb).
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Schematic representation showing the three mechanisms proposed for the formation and stabilization of the terminal inv dup 3qFigure 4
Schematic representation showing the three mechanisms proposed for the formation and stabilization of the 
terminal inv dup 3q. A-B) Two possible mechanisms having in common a first step in gametogenesis with a double-strand 
break event at 3q, repaired by fusion of the two sister chromatids (U-loop) and giving rise to an acentric inv dup; A) Subse-
quent step would be the telomere capture from chromosome 12, a non-disjunction of the 12 homologous at meiosis I, leading 
to a gamete that after fertilization originated a trisomic zygote, that by cell rescue generated two cell lines; B) Other alternative 
mechanism would be the post-zygotic stabilization delay of the acentric inv dup; C) The third possibility is the generation of a 
terminal acentric inv dup as a result of a post-zygotic event at embryogenesis, which would necessarily lead to mosaicism.
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from a sub-isolate of Finland [38,39]. Since no other
reported patient with 3qter tetrasomy demonstrated autis-
tic behavior, we could be facing a random occurrence.
However, it would be interesting to evaluate children with
autistic behavior for micro-rearrangements in this region
of chromosome 3.

To the best of our knowledge, this is the first study describ-
ing a mosaic interchromosomal inverted duplication of a
3qter segment captured in a non-homologous intact sub-
telomere (12pter). Also new is the fact that the proband
presents an autistic behavior, not observed in any other
patients with the same genomic imbalance. The concom-
itant employment of aCGH and multicolor FISH tech-
niques contributed to the understanding of this unusual
rearrangement.

Methods
Cytogenetic and FISH studies
Cytogenetic analysis was carried out on GTG-banded
chromosomes (650 bands per haploid genome) prepared
from peripheral blood lymphocytes and fibroblast cul-
tures according to the standard protocols [40].

FISH studies were performed on metaphase spreads
according to the standard procedures. M-multiprobe sys-
tem (Cytocell Ltd, Adderbury, UK) was used to paint all
chromosomes. For chromosome 3 individual wcp with a
chromosome 3-specific library (Vysis Abbott Molecular,
Inc., Des Plaines, IL) was used as well as specific subtelo-
meric probes for chromosomes 3 and 12 (Vysis). The
derivative chromosome 12 was also studied by MCB
applying the probe sets for chromosome 3 and 12, as
described by Liehr and colleagues [17]. FISH results were
analyzed using a Nikon Eclipse fluorescence microscope
(Nikon Instruments Europe B.V., Badhoevedorp, The
Netherlands) coupled with a Cytovision system (Applied
Imaging International Lda, Newcastle upon Tyne, UK).
MCB was analysed using a Zeiss Axioplan fluorescence
microscope (Zeiss; Jena, Germany) with MetaSystems
(Isis) software (Altlussheim, Germany).

BAC aCGH
BAC aCGH was performed for all genome screening using
a 1 Mb clone set. Control and patients' DNA were labelled
with Cy5 and Cy3 dCTP's (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, New Jersey) using a random prime labelling
system (Bioprime DNA Labelling System, Invitrogen,
Carlsbad, CA) according to established protocols [41].
Scanning of the array was performed at 532 nm and 635
nm using a GenePix4000B scanner (Axon Instruments)
and images were analyzed with the GenePix Pro 6.0 soft-
ware. Correction of spot intensities for the local back-
ground followed previously described protocols [42].
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Chromosomal rearrangements are common in humans. Pericentric inversions are among the most frequent
aberrations (1–2%). Most inversions are balanced and do not cause problems in carriers unless one of the
breakpoints disrupts important functional genes, has near submicroscopic copy number variants or hosts
“cryptic” complex chromosomal rearrangements. Pericentric inversions can lead to imbalance in offspring.
Less than 3% of Down syndrome patients have duplication as a result of parental pericentric inversion of chro-
mosome 21. We report a family with an apparently balanced pericentric inversion of chromosome 21. The
proband, a 23-year-old female was referred for prenatal diagnosis at 16 weeks gestation because of increased
nuchal translucency. She has a familial history of Down's syndrome and moderate intellectual disability, a
personal history of four spontaneous abortions and learning difficulties. Peripheral blood and amniotic
fluid samples were collected to perform proband's and fetus' cytogenetic analyses. Additionally, another six
family members were evaluated and cytogenetic analysis was performed. Complementary FISH and MLPA
studies were carried out. An apparent balanced chromosome 21 pericentric inversion was observed in four
family members, two revealed a recombinant chromosome 21 with partial trisomy, and one a full trisomy
21 with an inverted chromosome 21. Array CGH analysis was performed in the mother and the brother's pro-
band. MLPA and aCGH studies identified a deletion of about 1.7 Mb on the long arm of inverted chromosome
21q22.11. We believe the cause of the intellectual disability/learning difficulties observed in the members
with the inversion is related to this deletion. The recombinant chromosome 21 has a partial trisomy including
the DSCR with no deletion. The risk for carriers of having a child with multiple malformations/intellectual dis-
ability is about 30% depending on whether and how this rearrangement interferes with meiosis.

© 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Chromosomal rearrangements are common in humans and
pericentric inversions (PI) are among the most frequent aberrations
(frequency of about 1–2%; Kaiser, 1984). The relation between intel-
lectual disability (ID) and apparently balanced chromosomal
rearrangements has been postulated for more than forty years
(Funderburk et al., 1977). Most inversions are balanced and do not
cause phenotype in carriers unless: one or both of the breakpoints
disrupts an important functional gene; one breakpoint includes or
is near submicroscopic copy number variants (CNVs); it hosts

“cryptic” complex chromosomal rearrangements; or there is an
unidentified genetic or environmental factor (Gijsbers et al., 2010).
It has been demonstrated that subtle chromosomal abnormalities
are common in individuals with ID. Also, unbalanced derivatives
segregate with cognitive impairment and, if there is more than one
affected offspring with concordant phenotypes, it probably indicates
the same unbalanced rearrangement (Knight et al., 1999).

Like other chromosomal rearrangements, PI can lead to imbalance
in offspring. During meiosis of a pericentric inverted chromosome
there is a risk for recombinants with partial duplication accompanied
by partial deletion—a duplication of the region outside the inverted
segment of one arm with a deletion of the terminal segment on the
other arm. Therefore in a zygote with a partial trisomy or monosomy
recombinant chromosomes, distal to the breakpoints, can occur.
Down syndrome (DS) patients with a trisomy of the distal segment
of chromosome 21 as a result of a parental PI of chromosome 21 are
rare (Ruhi et al., 2001). As far as we know, only 14 cases of DS with
recombinant chromosome 21 from parental pericentric inversion
(mostly maternal) were reported so far (Fraisse et al., 1986; Gray et

Gene 517 (2013) 120–124

Abbreviations: Array CGH, array comparative genomic hybridization; CNVs, copy
number variants; DS, Down syndrome; FISH, fluorescence in situ hybridization; ID,
intellectual disability; MLPA, multiplex-ligation probe amplification; OMIM, Online
Mendelian Inheritance in Man; PI, pericentric inversion.
⁎ Corresponding author. Tel.: +351 239 480 638, fax: +351 239 717 216.

E-mail address: renata.ro@chc.min-saude.pt (R. Oliveira).
1 The author's permanent address: Dept. of Medical Genetics, Pediatric Hospital

Carmona da Mota. Postal address: Av. Afonso Romão, 3000-602 Coimbra, Portugal.

0378-1119/$ – see front matter © 2012 Elsevier B.V. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2012.12.045

Contents lists available at SciVerse ScienceDirect

Gene

j ourna l homepage: www.e lsev ie r .com/ locate /gene

117

http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2012.12.045
mailto:renata.ro@chc.min-saude.pt
http://dx.doi.org/10.1016/j.gene.2012.12.045
http://www.sciencedirect.com/science/journal/03781119


al., 1962; Lazzaro et al., 2001; Leonard et al., 1986; Miyazaki et al.,
1987; Ruhi et al., 2001; Tardy et al., 1997).

In this paper, a family with moderate to severe intellectual dis-
ability, with some presenting different chromosome imbalances is
described. There are members with an apparent balanced pericentric
inversion involving chromosome 21 with an extra submicroscopic
interstitial deletion (1.7 Mb), one member with DS with a recombi-
nant chromosome 21 (with distal duplication of 21q without the
interstitial deletion) and another DS patient with full trisomy 21 of
which one chromosome is the inverted one.

2. Clinical report

The proband, a 23-year-old Caucasian female, was referred for
amniotic fluid sampling at 16 weeks gestation because of increased
nuchal translucency (at 12 weeks). She has a personal history of
learning difficulties and four spontaneous miscarriages and a familial
history of DS and moderate ID.

Additionally to the proband and the fetus, six family members
were studied (pedigree, Fig. 1): the mother, the brother (with clinical
DS) and a maternal aunt with her two daughters (one of which was
also with clinical DS)2 and granddaughter.

The proband has been a healthy individual. She and her mother
share very similar dysmorphic features (Fig. 2) like brachychephaly
with normal head circumference (occipitofrontal circumference),
low anterior hairline with widow's peak, flat face, slight bifrontal

narrowing, bilateral epicanthal fold, depressed nasal bridge with bul-
bous nose, apparent long ears with prominent superior crus of
antihelix and large lobe, and short neck. The proband also presents
thick and everted vermillion of the upper lip. Their hands are broad
with apparent brachydactyly. They both have moderate intellectual
disability3 but functional for daily life activities. A severe social prob-
lem is present and this family live from social support.

A karyotype of peripheral blood lymphocytes and from amniotic
fluid cells was performed on GTL-banded preparations in all men-
tioned family members. FISH studies were carried out according to
standard methods, using LSI and subtelomeric 21 probes (D21S259,
D21S341, D21S342 and TelVysion 21q, Abbott ®).

The cytogenetic analysis in the fetus' proband revealed the pres-
ence of a 46,XX,rec(21)dup(21q)inv(21)(p12q22.1) karyotype, and
a proband 46,XX,inv(21)(p12q22.1) karyotype. Her mother's and
brother's karyotypes are, respectively: 46,XX,inv(21)(p12q22.1) and
46,XY,rec(21)dup(21q)inv(21)(p12q22.1)mat.

Considering both, karyotype and FISH results, the proband has a
maternal inherited apparently balanced PI of chromosome 21. Her
fetus presents the derivative chromosome, an unbalanced recombi-
nant chromosome 21, resulting in a partial trisomy 21. The karyotype
with this recombinant chromosome is similar to the one present in
her brother's karyotype. The proband decided to continue the preg-
nancy in question that terminated in fetal death at 20 weeks of
gestation.

Furthermore, we have a familial apparently balanced PI, as we
could relate this same inverted chromosome to and reach other fam-
ily members previously studied in our department.

2 The aunt and the cousins had been previously studied (four years before) and then
connected to this family. One of the cousins was investigated, at the time with a preg-
nancy in course, after her sisters' karyotype has revealed a full trisomy 21 with PI in
one chromosome 21.

3 There was not possible to perform a formal cognitive evaluation neither to the pro-
band nor to her mother, because they abandon follow-up.

Fig. 1. Family pedigree—pedigree was drawn according to Bennett et al. (1995). In blue the members with clinical Down Syndrome with and without identified trisomy 21 (com-
plete or partial); * members examined personally; E1—karyotype performed, both prenatal and peripheral blood; E2—MLPA studies, kit P095, done in the proband and proband's
mother; E3—array Comparative Genomic Hybridization performed in patient I2 and II2.

• I2—46,XX,inv(21)(p12q22.1)
• I3—45,X,inv(21)(p12q22.1)[6]/47,XXX,inv(21)(p12q22.1)[1]/46,XX,inv(21)(p12q22.1)[51]
• II2—46,XY,rec(21)dup(21q)inv(21)(p12q22.1)mat
• II5 (proband)—46,XX,inv(21)(p12q22.1)mat
• II6—46,XX,inv(21)(p12q22.1)mat
• II7—47,XX,+21,inv(21)(p12q22.1)mat
• III6 (proband fetus)—46,XX,rec(21)dup(21q)inv(21)(p12q22.1)mat
• III7—46,XY,inv(21)(p12q22.1)mat.
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In accordance to pedigree (Fig. 1), the karyotypes of the other
family members found are shown:

• I3—45,X,inv(21)(p12q22.1)[6]/47,XXX,inv(21)(p12q22.1)[1]/46,
XX,inv(21)(p12q22.1)[51]

• II6—46,XX,inv(21)(p12q22.1)mat
• II7—47,XX,+21,inv(21)(p12q22.1)mat
• III7—46,XY,inv(21)(p12q22.1)mat

Through conventional karyotype and FISH studies we were unable
to define whether the inverted chromosome 21 was balanced or
unbalanced. In order to detect possible cryptic imbalances in the
breakpoints of this PI that could justify the ID observed in the
proband and her mother (as well as in the cousin and aunt), a
Multiplex-Ligation Probe Amplification (MLPA) study was performed
in the proband, her mother and brother and an array-Comparative
Genomic Hybridization (aCGH) analysis, using Agilent® 60mer
oligonucleotide-array 180 k, was performed in the DNA of the pro-
band's mother and brother.

Informed consent was obtained from the individuals involved.

3. Results

The MLPA analysis revealed a deletion between 21q11.2 and
21q22.3, concerning SOD1 locus, in the proband and her mother
(image not shown). The same deletion was not present in the brother
with DS.

A deletion of about 1.7 Mb on the long arm of chromosome
21q22.11 was found on the arrayCGH [arr 21q22.11(23,692,811–
34,454,579)×1] of the proband's mother (Fig. 3). It includes 19
genes, two of which were reported in the OMIM Genetic Morbid
Map (OMIM ID: SOD1, 147450; MRAP, 609196).

The proband's brother, which was shown to have a recombinant
chromosome 21, is a carrier of a partial trisomy of chromosome
21q22.1q22.3, involving the Down Syndrome Critical Region
(DSCR), without the deletion observed in the mother [arr
21q22.1q22.3(34,466,182–48,090,317)×3] (Fig. 4).

From the family history we can assume that the inverted chromo-
some 21 co-segregates with the deletion, so it is in the same derivative.

4. Discussion and conclusion

High-resolution array platforms allow for detection of CNVs in car-
riers of apparently balanced chromosome abnormalities. The appar-
ently balanced PI of chromosome 21 present in this family was
found to have a submicroscopic rearrangement [1.7 Mb deletion]
near one of the breakpoints of the inversion. This deletion might con-
tribute to the moderate ID observed in the proband, her mother and

in the other carrier family members, as well as for the phenotypic fa-
cial characteristics they share. A formal cognitive assessment could
have been of great interest to better characterize the mental impair-
ment observed in these patients. Unfortunately, it was not possible
as the proband and her mother abandoned follow-up. Given their
consistent refusal plus the social situation and limited ability to
comprehend the implication of these results, it has been difficult to
reestablish contact.

The presence of mental illness has long been related with some
chromosome 21 abnormalities, and history of psychiatric disorders
like bipolar disorder, with learning disability were associated to dele-
tions of the short arm of chromosome 21 (El-Badramany et al., 1989).

The phenotypic and molecular analysis of patients with partial
monosomy 21 has been reported before (Chettouh et al., 1995;
Roberson et al., 2011; Valero et al., 1999), but none, as far as we
know, were associated to a chromosome pericentric inversion. The
majority of these partial monosomies is de novo and reported on
cytogenetic level, and only a few are submicroscopic deletions.

Partial chromosome 21 monosomy is rare in human disease with
variable clinical appearances due to different genomic content

Fig. 2. The proband and her mother. Dysmorphic features: frontal hairline with widow's peak, flat face, slight bifrontal narrowing, depressed nasal bridge with bulbous nose, ap-
parent long ears with prominent superior crus of antihelix and large lobe, and short neck. Their hands are broad with apparent brachydactyly. The proband also presents thick
and everted vermillion of the upper lip.

Fig. 3. Inverted chromosome 21 [inv(21)(p12q22.1) on the right, plus arrayCGH result of
I2 (the mother) showing 1.7 Mb deletion [arr 21q22.11(23,692,811–34,454,579)×1].
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resulting in phenotypes including intellectual disability, brain dys-
genesis, extensive dysmorphic features (microcephaly, short neck,
epicanthic folds, flat nasal bridge, low set/malformed ears, highly
arched palate, and transverse palmar crease), heart and/or renal de-
fects (Migdalska et al., 2012; Roberson et al., 2011).

The deleted region of chromosome 21(q22.11) here reported, has
been referred as mapping genetically between APP–SOD1 genes, being
a critical region responsible for most 21 monosomy associated traits
(Valero et al., 1999). Also, other genes involved (SYNJ1, OLIG 1/2) code
for glutamate receptors, interferes in synaptic transmission and in
oligodendrocyte function, and together are responsible in the central
nervous system for the formation and functioning of a large number
of neuronal circuits. These might also contribute to the pathogenesis
of intellectual disability when in haploinsufficiency (Chettouh et al.,
1995). As in other similar abnormalities, differences in the genomic
content of the deletion and the region spanning from APP to SOD1

would account for the phenotypic variability observed (Valero et al.,
1999). The deleted region 21(q22.11) found in the family reported here
includes two genes which are part of the OMIM Genetic Morbid Map
(OMIM ID: SOD1, 147450; MRAP, 609196). In haploinsufficiency those
genes probably are not responsible for the phenotype alone; instead it
could be explained by the global interaction of other genes involved in
neurotransmission, splicing and transcription of mRNA. To understand
the genotype–phenotype correlation would be important to elucidate
the consequence of this and other particular heterozygous deletions.

From the three family members with Down syndrome, two of
them were studied: one has a regular pattern of trisomy 21 (includ-
ing the inverted deleted chromosome) and the other (the proband's
brother) has a recombinant chromosome 21 with a partial trisomy of
DSCR without the interstitial deletion. The same recombinant form
was found in the prenatal karyotype, whose gestation spontaneously
terminated. Pairing in meiosis constitutes the main problem in

Fig. 4. Recombinant chromosome 21 [rec(21)dup(21q)inv(21)(p12q22.1] on the left, plus the image from FISH analysis confirming duplication of 21q (arrow), and arrayCGH result
revealing duplication of II2 [arr 21q22.1q22.3(34,466,182–48,090,317)×3].

Fig. 5.Hypothetical meiosis result. The representation of the inversion 21p12q22.1 with breakpoints between 1–2 and 6–7 (arrows) with a deletion of region number 6; The meiotic
loop has a crossing over representation between regions number 5 and 6; the full arrow (right end) points at the probable derivative occurring in patient II2, where region 6 is
present, not including the deletion observed in the mother (identified by MLPA and, more precisely defined by aCGH studies).
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inversion heterozygosis, because crossover events (during the pachy-
tene stage of meiosis I) within the inversion segment can lead to two
monocentric recombinants with reciprocal duplications/deficiencies in
the gametes, ending up in a risk of inheriting such an imbalance when
conception occurs. The recombinant possibilities from a crossing over
within the loop during meiosis are shown in Fig. 5, where a likely
condition occurring in our recombinant patient (the brother—II2) is
pointed out, overcoming the deletion observed in his mother and sister
(the proband), as identified by MLPA and more precisely, by aCGH
studies. Thus, the deleted region in themother (pedigree I2), represent-
ed in our meiosis scheme by number 6, is balanced in the brother
(pedigree II2).

In conclusion, variability in biological mechanisms and pheno-
types is a big challenge for genetic counseling and for laboratory
pre-natal diagnosis as the risk for carriers of a pericentric inversion
for miscarriages, infertility and/or chromosomally unbalanced off-
spring is high. As for the present familial pericentric inversion, the
risk of having a child with multiple malformations/intellectual dis-
ability is about 30% (risk estimated via hc-forum.net, Human Genetic
Forum®) depending on whether and how this rearrangement inter-
feres with meiosis. To our knowledge, our family is the first reported
to have a submicroscopic interstitial deletion of chromosome 21 asso-
ciated to a pericentric inversion of it, with a probable causative phe-
notype of moderate intellectual disability and dysmorphic features.
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3.2 CNVs patogénicas submicroscópicas   

CNVs em regiões de síndromes estabelecidas na base de dados OMIM 

Em 11 pacientes observaram-se CNVs que correspondem a síndromes já estabelecidas 

na base de dados OMIM (Tabela II). Em 10 destes pacientes as CNVs correspondem a 

síndromes de genes contíguos de microdeleção ou microduplicação. Apenas na 

síndrome de microdeleção 15q11.2 (MIM#615656) se verificou transmissão paterna 

(M959/10) ou materna (M35/11), em dois probandos (M989/10, M250/11) não foi 

possível estudar pelo menos um dos progenitores e em todos os outros as CNVs 

ocorreram de novo. Um dos pacientes (SM62/11) revelou uma CNV associada à 

síndrome de Greig (MIM#175700). 

Síndrome de duplicação 1q21.1 (MIM#612475) (chr1: 145.0-146.4 Mb, NCBI36) 

A síndrome de microduplicação 1q21.1 já descrita (Cap. 1, pag. 34), foi observada 

numa paciente (M802/11) com DI e perturbação do comportamento. Trata-se de uma 

duplicação de novo numa extensão mínima de 3.2 Mb, incluindo 25 genes descritos na 

base OMIM. A sua expressão fenotípica é sobreponível embora, como é característico 

desta síndrome, com expressão variável e penetrância incompleta, sendo que algumas 

características nomeadamente a macrocefalia, nem sempre estão presentes. 

 A região 1q21.1 é estruturalmente complexa e apresenta quatro pontos de 

quebra recorrentes possíveis (BP1, BP2, BP3, BP4) mediados por duplicações 

segmentais [Mefford et al., 2008], sendo flanqueada por uma região proximal que 

inclui a região TAR (Thrombocytopenia-Absent Radius), associada à síndrome TAR 

(MIM#274000) de transmissão autossómica recessiva, e outra região mais distal (BP3, 

BP4) associada ao DI e microcefalia/macrocefalia, onde se localiza o gene HYDIN2 

proposto como candidato responsável pelo tamanho do crânio. As CNVs mais distais 

foram categorizadas em classe 1 e 2, sendo as maiores e que abrangem o BP4 

denominadas de classe 2 [Rosenfeld et al., 2012], onde se inclui a da paciente aqui 

descrita (BP2-BP4). 
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Síndrome de Wolf- Hirschhorn (MIM#194190) 

A Síndrome de Wolf- Hirschhorn (WHS) está associada a deleções em hemizigotia na 

região cromossómica 4p16.3. É uma síndrome de genes contíguos cuja gravidade do 

quadro fenotípico, de malformações e DI, está muito associada à extensão da deleção 

que muitas vezes é visível ao nível citogenético. A sua região crítica engloba uma 

extensão de 200 Kb a uma distância de cerca de 1.9 MB do telómero e englobando 

duas regiões críticas (CR) propostas WHSCR1 e WHSCR2 [Wright et al., 1997; Zollino et 

al., 2003]. No probando (M256/11) a deleção envolve uma extensão de 1.6 Mb, com 

21 genes descritos na OMIM, incluindo o WHSC1 cuja haploinsuficiência é essencial 

para a sua patogénese assim como o NELFA (ou WHSC2) existindo no entanto outros 

genes associados que contribuem tanto para a gravidade como para algumas 

características mais típicas da síndrome [Zollino et al., 2003]. No paciente descrito as 

características mais relevantes são a microcefalia de início pré-natal e o atraso global 

do desenvolvimento. 

Síndrome de Greig (MIM# 175700) 

A paciente SM62/11 apresentou uma deleção de novo numa extensão de 4.9 Mb na 

região 7(p12.3p14.1), com suspeita prévia pela citogenética convencional, dos 36 

genes envolvidos e descritos na base OMIM o gene GLI3 (#165240) é o mais relevante 

para o quadro fenotípico. A Síndrome de Greig cephalopolysyndactyly está associada a 

mutações em heterozigotia assim como deleções com expressão fenotípica grave. 

Nesta paciente o quadro é perfeitamente sobreponível com macrocefalia relativa, 

polidactilia nas mãos e sindactilia nos pés, dismorfismos e um quociente de 

desenvolvimento (QD) global moderado. 

 

Síndrome de duplicação 7q11.23 (MIM#609757) 

A microduplicação 7q11.23, observada em dois pacientes (SM668/10, M989/10), é 

uma CNV recorrente e sobreponível à região crítica da Síndrome de Williams-Beuren. 

Trata-se de uma síndrome que se caracteriza por distúrbios do desenvolvimento a 

diferentes níveis e com manifestações variáveis, englobando anomalias craniofaciais 

ligeiras e o atraso na linguagem comum a ambos os pacientes reportados. O DI e a PEA 

também podem estar presentes com graus de gravidade variáveis [Van der Aa et al., 
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2009], em ambos os probandos está presente o DI mas um deles (M668/10) apresenta 

PHDA, enquanto o outro (M989/10) apresenta perturbações a nível neurológico com 

epilepsia e ataxia. 

 

Síndrome de deleção 15q11.2 (MIM#615656) 

A síndrome de microdeleção 15q11.2 caracteriza-se por envolver microdeleções numa 

região de 300 a 500 kb, entre os pontos de quebra BP1 e BP2 da região crítica das 

síndromes de Prader-Willi e Angelman [Burnside et al., 2011], inclui quatro genes que 

não sofrem imprinting [TUBGCP5, NIPA1, NIPA2, CYFIP1], apresenta penetrância 

reduzida e expressão variável, podendo ser herdada de progenitores com um quadro 

ligeiro ou mesmo considerado “normal”. Esta CNV está muito associada a uma maior 

susceptibilidade a problemas do neurodesenvolvimento incluindo ADPM, atraso na 

linguagem, PEA, PHDA e mesmo epilepsia. Nos três pacientes reportados o ADPM é 

ligeiro ou mesmo borderline, com manifestações ao nível da linguagem e a PHDA, 

observam-se também dismorfismos ligeiros e variáveis. Em dois pacientes a 

microdeleção tem origem familiar (materna ou paterna), no outro paciente não foi 

possível estabelecer a sua origem porque não se obteve amostra de um dos 

progenitores.  

 

Síndrome de deleção 17p13.1 (MIM#613776) 

Esta síndrome engloba uma região crítica mínima de 180 Kb em 17p13.1 que inclui 18 

genes. Entre as características fenotípicas mais consistentes destaca-se o DI severo a 

profundo, a linguagem pobre ou mesmo ausente e o atraso no crescimento mais 

acentuado ao nível do perímetro cefálico [Krepischi-Santos et al., 2009]. Outras 

características mais variáveis poderão estar relacionadas com os diferentes genes 

envolvidos em cada deleção, uma vez que apresentam pontos de quebra muito 

variáveis que incluem segmentos de 287 kb a 4.4 Mb. No paciente descrito a deleção 

envolve um segmento de cerca de 309 Kb que inclui a região crítica, dos 24 genes 

descritos na OMIM, o KCTD11, o DLG4, o GPS2 e o GABARAP estão envolvidos no 

neurodesenvolvimento podendo constituir importantes candidatos envolvidos no DI 

[Krepischi-Santos et al., 2009]. Verificou-se também a hipotonia à semelhança de 

outros pacientes já reportados [Schwarzbraun et al., 2009] mas apenas presente nos 
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primeiros meses de vida, o perímetro cefálico no percentil 25 inferior à estatura e peso 

no percentil 50, à semelhança do descrito noutros pacientes [Krepischi-Santos et al., 

2009]. 

 

Síndrome de Potocki-Lupski (MIM#610883) 

A síndrome de Potocki-Lupski ou de duplicação 17p11.2 está associada à mesma região 

da síndrome de microdeleção Smith-Magenis evidenciando características fenotípicas 

sobreponíveis. Caracteriza-se por várias manifestações ao nível do 

neurodesenvolvimento, com hipotonia, atraso do crescimento, DI, PEA e MC 

[Shchelochkov et al., 2010]. A maioria das duplicações abrangem 3.7 Mb, as CNVs dos 

dois pacientes reportados variam entre 3.4 Mb (M194/11) e 4.9 Mb (M97/11), embora 

ambos evidenciem ADPM, o probando da CNV mais extensa apresenta adicionalmente 

má progressão ponderal mas com macrocefalia relativa. 

 

 



 

 
 

 ID
 

D
es

eq
u

ilí
b

ri
o

  
C

ro
m

o
ss

o
m

a 
(r

eg
iã

o
) 

In
íc

io
 

(b
p

) 
Fi

m
 

(b
p

) 
Ta

m
an

h
o

 
(b

p
) 

H
er

an
ça

 
Sí

n
d

ro
m

e 
(S

.)
 

D
es

cr
iç

ão
 C

lín
ic

a 
 [

F]
 s

ex
o

 f
e

m
in

in
o

; [
M

] 
se

xo
 m

as
cu

lin
o

 

C
N

V
s 

p
at

o
gé

n
ic

as
 e

m
 r

eg
iõ

es
 d

e 
sí

n
d

ro
m

es
 d

e 
m

ic
ro

d
el

e
çã

o
/m

ic
ro

d
u

p
lic

aç
ão

  

M
8

0
2

/1
1

 
d

u
p

lic
aç

ão
 

1
q

2
1

.1
q

2
1

.2
 

1
4

4
,5

2
6

,9
2

7
 

1
4

7
,8

2
4

,2
0

7
 

3
,2

9
7

,2
8

1
 

d
e 

n
o

vo
 

 S.
 d

e
 d

u
p

lic
aç

ão
 1

q
2

1
.1

 
(M

IM
#6

1
2

4
7

5
) 

 

[F
] 

D
éf

ic
e 

in
te

le
ct

u
al

 
(Q

I 
gl

o
b

al
 

5
2

),
 

p
er

tu
rb

aç
ão

 g
er

al
 d

o
 c

o
m

p
o

rt
am

en
to

, 

an
o

re
xi

a,
 d

is
m

o
rf

is
m

o
s 

fa
ci

ai
s.

 

M
2

5
6

/1
1

 
d

el
eç

ão
 

4
p

1
6

.3
 

7
3

7
,7

2
1

 
2

,4
1

6
,2

1
1

 
1

,6
7

8
,4

9
1

 
d

e 
n

o
vo

 
S.

 W
o

lf
- 

H
ir

sc
h

h
o

rn
  

(M
IM

#1
9

4
1

9
0

) 

[M
] 

A
D

P
M

, m
ic

ro
ce

fa
lia

 p
ré

-n
at

al
, 

b
ai

xa
 e

st
at

u
ra

 e
 p

es
o

, d
is

m
o

rf
is

m
o

s 

lig
ei

ro
s.

 

SM
6

2
/1

1
 

d
el

eç
ão

 
?(

7
)(

p
1

3
) 

7
p

1
2

.3
p

1
4

.1
 

4
1

,4
8

7
,7

2
0

 
4

6
,4

4
3

,4
8

4
 

4
,9

5
5

,7
6

5
 

d
e 

n
o

vo
 

 S.
 d

e
 G

re
ig

 
ce

p
h

a
lo

p
o

ly
sy

n
d

a
ct

yl
y 

 

(M
IM

# 
1

7
5

7
0

0
) 

 

[F
] 

Q
D

 
gl

o
b

al
 

(4
4

) 
m

o
d

er
ad

o
, 

m
ac

ro
ce

fa
lia

 
re

la
ti

va
, 

d
is

m
o

rf
is

m
o

s 

fa
ci

ai
s;

 p
o

lid
ac

ti
lia

 p
ré

 a
xi

al
 d

as
 m

ão
s,

 

si
n

d
ac

ti
lia

 n
o

s 
p

é
s 

(1
º,

 2
º,

 3
º 

d
ed

o
s)

; 

ve
n

tr
ic

u
lo

m
eg

al
ia

 b
ila

te
ra

l p
ré

-n
at

al
. 

M
6

6
8

/1
0

 
d

u
p

lic
aç

ão
 

7
q

1
1

.2
3

 
7

2
,7

2
6

,5
7

8
 

7
4

,1
3

9
,3

9
0

 
1

,4
1

2
,8

1
3

 
d

e 
n

o
vo

 
   S.

 d
e

 d
u

p
lic

aç
ão

 7
q

1
1

.2
3

 
(M

IM
#6

0
9

7
5

7
) 

  

[M
] 

A
D

P
M

, 
Q

I 
gl

o
b

al
 

d
e

 
5

8
, 

at
ra

so
 

gr
av

e 
n

a 
lin

gu
ag

em
, 

d
is

m
o

rf
is

m
o

s 

lig
ei

ro
s 

e 
in

e
sp

ec
íf

ic
o

s,
 P

H
D

A
. 

M
9

8
9

/1
0

 
d

u
p

lic
aç

ão
 

7
q

1
1

.2
3

 
7

2
,7

2
6

,5
7

8
 

7
4

,1
3

9
,3

9
0

 
1

,4
1

2
,8

1
3

 
? 

[M
] 

A
D

P
M

 
gr

av
e

, 
lin

gu
ag

em
 

in
co

m
p

re
en

sí
ve

l, 
al

te
ra

çõ
es

 
d

o
 

co
m

p
o

rt
am

en
to

, 
ep

ile
p

si
a 

fr
o

n
ta

l,
 

m
o

tr
ic

id
ad

e 
fi

n
a 

al
te

ra
d

a,
 

at
ax

ia
 

d
a 

m
ar

ch
a.

 

M
9

5
9

/1
0

 
d

el
eç

ão
 

1
5

q
1

1
.2

 
2

2
,7

6
5

,6
2

8
 

2
3

,1
7

9
,9

4
8

 
4

1
4

,3
2

1
 

p
at

er
n

a 

 S.
 d

e
 d

e
le

çã
o

 1
5

q
1

1
.2

 

(M
IM

#6
1

5
6

5
6

) 
    

[F
] 

A
D

P
M

 l
ig

ei
ro

/b
o

rd
er

lin
e 

(W
IS

C
 I

II
=7

3
),

 

m
ai

s 
re

le
va

n
te

 
ao

 
n

ív
el

 
d

a 
lin

gu
ag

em
, 

P
H

D
A

, 
d

en
ti

n
o

gé
n

es
e 

im
p

er
fe

it
a,

  

im
p

la
n

ta
çã

o
 b

ai
xa

 d
o

 c
ab

el
o

, l
áb

io
 s

u
p

e
ri

o
r 

fi
n

o
. A

m
b

o
s 

o
s 

p
ro

ge
n

it
o

re
s 

co
m

 D
A

.  

M
3

5
/1

1
 

d
el

eç
ão

 
1

5
q

1
1

.2
 

2
2

,7
6

5
,6

2
8

 
2

3
,0

8
5

,0
9

6
 

3
1

9
,4

6
9

 
m

at
er

n
a 

[M
] 

Q
I 

b
o

rd
er

lin
e,

 
h

ip
er

ac
ti

vi
d

ad
e

 

m
ar

ca
d

a,
 

d
if

ic
u

ld
ad

e
s 

n
a 

ar
ti

cu
la

çã
o

 
d

as
 

Ta
b

el
a 

II
 –

 P
ac

ie
n

te
s 

co
m

 C
N

V
s 

e
m

 r
eg

iõ
es

 d
e 

sí
n

d
ro

m
es

 e
st

ab
el

e
ci

d
as

 -
 b

as
e 

d
e 

d
ad

o
s 

O
M

IM
. 

http://omim.org/entry/612475
http://omim.org/entry/194190
http://omim.org/entry/175700
http://omim.org/entry/609757
http://www.omim.org/entry/615656


  Tab
ela II (co

n
tin

u
ação

) 

 
 

    S. d
e

 d
e

le
ção

 1
5

q
1

1
.2

 

(M
IM

#6
1

5
6

56
) 

p
alavras (p

rese
n

te
 n

a m
ãe), m

as co
m

 b
o

a 

co
m

p
reen

são
, 

m
icro

cefalia 
p

ó
s-n

atal, 

p
lagio

cefalia, 
ep

ica
n

th
u

s 
b

ilateral, 
fen

d
as 

p
alp

e
b

rais 
estre

itas; an
o

m
alias 

d
as m

ão
s 

sem
elh

an
te

s à m
ãe, 

p
o

legares 
cu

rto
s d

e
 

im
p

lan
tação

 p
ro

xim
al, clin

o
d

actilia d
o

s 5
ºs 

d
ed

o
s. 

M
2

5
0

/1
1

 
d

eleção
 

1
5

q
1

1
.2

 
2

2
,7

6
5

,6
2

8
 

2
3

,1
7

9
,9

4
8

 
4

1
4

,3
2

1
 

? 

[M
] Q

D
 glo

b
al d

e 8
1

 (escala d
e

 G
riffith

s), 

au
d

ição
/lin

gu
agem

 
7

0
 

e 
realização

 
9

3
; 

b
aixa 

estatu
ra; 

IG
F1

 
(in

su
lin

-like 
g

ro
w

th
 

fa
cto

r 
1

) 
b

aixa; 
P

H
D

A
; 

face 
alo

n
gad

a, 

estreitam
en

to
 b

ip
arie

tal, b
o

ca p
e

q
u

e
n

a. 

M
2

8
/1

1
 

d
eleção

 
1

7
p

1
3

.1
 

7
,0

9
8

,4
6

4
 

7
,4

0
7

,9
1

3
 

3
0

9
,4

5
0

 
d

e n
o

vo
 

S. d
e

 d
e

le
ção

 1
7

p
1

3
.1

 

(M
IM

#6
1

3
7

76
) 

[M
] 

H
ip

o
to

n
ia 

ap
en

as 
n

o
s 

1
º

s 
m

eses 
d

e
 

vid
a, 

card
io

p
atia, 

d
isp

lasia 
co

n
gén

ita 
d

a 

an
ca; 

A
D

P
M

 
grave, 

p
lagio

cefalia, 
p

eso
 

e
 

estatu
ra n

o
 p

ercen
til 5

0
, O

FC
 n

o
 p

ercen
til 

2
5

. 

M
9

7
/1

1
 

d
u

p
licação

 
1

7
p

1
1

.2
 

1
6

,1
7

0
,2

3
6

 
2

1
,0

7
0

,3
8

2
 

4
,9

0
0

,1
4

7
 

d
e n

o
vo

 
S. d

e
 P

o
to

cki Lu
p

ski 

(M
IM

#6
1

0
8

83
) 

[M
] A

D
P

M
, m

á p
ro

gressão
 p

o
n

d
eral, 

m
acro

ce
falia  relativa. 

M
1

9
4

/1
1 

d
u

p
licação 

1
7

p
1

1
.2

 
1

6
,7

8
2

,5
4

6
 

2
0

,2
1

9
,4

6
4

 
3

,4
3

6
,9

1
9

 
d

e n
o

vo 
[F] A

D
P

M
, au

sên
cia d

e lin
gu

agem
. 

D
A

 d
ificu

ld
ad

es d
e ap

re
n

d
izagem

; h
eran

ça (?) d
esco

n
h

ecid
a, sem

 estu
d

o
 d

e p
elo

 m
en

o
s u

m
 d

o
s p

ro
gen

ito
res; ID

 id
e

n
tificação

 d
o

 p
acien

te
 

  

http://www.omim.org/entry/615656
http://omim.org/entry/613776
http://omim.org/entry/610883


 
3.2 CNVs patogénicas submicroscópicas   

129 
 

CNVs com conteúdo genómico de patogenicidade comprovada 

Em 11 pacientes identificaram-se CNVs de conteúdo genómico com significado clínico 

comprovado (Tabela III), pelo que se descrevem os dados fundamentais da sua 

avaliação, comparando com outros casos já reportados. Em três destes pacientes 

observou-se uma segunda CNV mas de SCI. Para este grupo de pacientes apresenta-se 

o resultado do array pela nomenclatura international [ISCN, 2013]. 

Deleção 1p34.3  [arr  1p34.3(34,881,601-37,692,515)x1dn] 

A paciente (M153/11) apresenta uma deleção no braço curto do cromossoma 1(p34.3) 

numa extensão de 2.8 Mb. Esta CNV envolve 35 genes RefSeq [UCSC Genome Browser 

on Human, Feb. 2009 (GRCh37/hg19)] com 26 descritos na base OMIM. Destes, quatro 

genes estão associados a patologia com mutações em heterozigotia: os genes GJB4 e 

GJB3 (ambos codificam para conexinas), o COL8A2 (colagénio VIII) e o CSF3R 

(glicoproteína produzida pelos macrófagos). Avaliando a sua expressão e patologias 

associadas, apenas a haploinsuficiência do gene GJB3 tem uma expressão inequívoca 

no fenótipo da paciente que apresenta surdez neurosensorial (MIM#612644). O gene 

COL8A2 está associado a uma patologia da córnea (MIM#609140), mas a paciente 

apesar de ter manifestações ao nível oftalmológico não evidencia até à data sinais 

dessa patologia. Existem dois pacientes na base DECIPHER com CNVs sobreponíveis, 

incluídas nas posições nucleotídicas do probando, num deles (#256601) apenas está 

referido DI e no outro (#276509) DI e atraso na linguagem (também com hipotonia e 

outras manifestações craniofaciais). Recentemente, num caso publicado muito 

semelhante evidenciando ADPM grave com particular relevância ao nível da linguagem 

e motricidade fina, o autor propõe a haploinsuficiência do gene GRIK3, que codifica 

para um receptor do glutamato, como provável responsável pelos distúrbios do 

neurodesenvolvimento [Takenouchi et al., 2014].  

Deleção 4p16.3 [arr 4p16.3(927,780 -1,214,915)x1pat] 

Paciente descrito em artigo submetido para publicação [3.2.1]. 
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Deleção 5q34 [arr 5q34(160,074,099-164,679,625)x1] 

A paciente M317/11 é portadora de uma deleção no braço longo do cromossoma 5, 

numa extensão de 4.6 Mb, incluindo 13 genes RefSeq [UCSC Genome Browser on 

Human, Feb. 2009 (GRCh37/hg19)], dos quais 7 estão descritos na OMIM. Na DGV não 

estão reportadas CNVs sobreponíveis e frequentes. Quatro dos genes envolvidos 

codificam para sub-unidades dos receptores GABA, em que os genes GABRA1 e 

GABRG2 estão associados (mutações em heterozigotia) a epilepsia 

(MIM#615744,#611277), sendo este distúrbio neurológico evidente na paciente. Na 

sua história familiar destaca-se a co-sanguinidade dos progenitores ambos com DI, um 

irmão com um quadro clínico semelhante mas mais grave, mas uma irmã sem 

manifestações. No entanto, não foi possível estudar mais nenhum elemento da família. 

Na base DECIPHER está descrita uma paciente (#289761) com uma CNV menor mas 

sobreponível aos genes GABRA6 e GABRA1, apresentando DI e convulsões. Na 

literatura não está reportado até à data outro caso semelhante, no entanto a extensão 

e conteúdo genómico associados ao quadro fenotípico, embora possam existir factores 

genéticos co-adjuvantes face à co-sanguinidade, são fortes indicadores da sua 

patogenicidade. 

Deleção e duplicação 8p23.1  

[arr 8p23.1(7,786,649-10,112,430)x1,8p23.1(10,249,016-11,906,266)x3] 

A paciente SM826/10 apresenta duas CNVs diferentes na mesma região 

cromossómica, a deleção envolve 7 genes descritos na base OMIM e a duplicação 13 

genes (Fig. 12). Nesta região estão descritas duas síndromes recíprocas de 

microdeleção e microduplicação 8p23.1 na base DECIPHER (Cr8:8,100,055-

11,764,629). A síndrome de duplicação foi estabelecida posteriormente sendo uma 

identidade clínica distinta da deleção, com expressão variável [Barber et al., 2008]. A 

duplicação poderá ser a CNV mais relevante no quadro fenotípico, embora de menor 

extensão, tem um conteúdo génico superior e engloba os genes SOX7 e GATA4, estes 

genes codificam para factores de transcrição mais correlacionados com a 

patogenicidade desta região, embora no caso de uma duplicação não se consiga 

estabelecer uma causalidade directa com o fenótipo. No entanto, as duas CNVs 

abrangem cerca de 3.9 Mb incluindo toda a região definida para as síndromes, com 
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apenas um intervalo de cerca de 136 kb que inclui o gene MSRA (MIM#601250), tanto 

a deleção como a duplicação terão a sua influência no quadro fenotípico, embora seja 

difícil pela clínica estabelecer uma correlação clara. O quadro clínico da paciente com 

DI ligeiro e alguns dismorfismos, sem MC de maior relevo, leva-nos a estabelecer uma 

maior concordância com a duplicação, que apresenta uma expressão mais ligeira e 

variável [Barber et al., 2008]. 

 

Figura 12 – Perfil do cromossoma 8 da análise por oligo array-CGH, do paciente SM826/10. À direita 

evidencia-se a região 8p23.1 que abrange as duas CNVs envolvidas, a verde estão representadas as 

sondas com valores de logaritmo compatível com deleção (-1) e a vermelho as sondas com valores de 

logaritmo compatível com duplicação (0,58). 

 

Deleção 9p24.3p24.2 [arr 9p24.3p24.2(1243178-4595541)x1dn] 

A CNV observada na paciente M269/11, envolve um segmento intersticial de 3.3 Mb 

no braço curto do cromossoma 9, com 11 genes RefSeq, 7 descritos na base OMIM. O 

gene SMARC2 está reportado em associação à Síndrome de Nicolaides-Baraitser 

(MIM#601358) em casos isolados de mutações em heterozigotia, mas o fenótipo do 

probando não evidência características sobreponíveis. O gene VLDLR está associado a 

DI (MIM#224050) mas devido a mutações em homozigotia. Esta CNV é sobreponível à 

síndrome de deleção 9p (MIM#15870), mas as deleções do braço curto do 

cromossoma 9 são muito variáveis na sua extensão e pontos de quebra. Existe um 



 
Capítulo 3 

132 
 

grupo de deleções mais distais, que se estendem ao gene DMTR1 (não incluído nesta 

CNV), associadas a um quadro de disgenesia gonadal [Calvari et al., 2000; Ledig et al., 

2012], e um outro grupo de deleções que abrangem regiões mais proximais e que 

associam a região crítica a genes contidos em 9p22.3 [Swinkels et al., 2008; Hauge et 

al., 2008]. Contudo, tanto nos pacientes com as deleções mais distais como nos 

portadores de deleções mais proximais a CNV aqui descrita está muitas vezes incluída, 

apresentando características fenotípicas comuns como as dificuldades ao nível da 

linguagem, problemas do comportamento e DI moderado [Swinkels et al., 2008].  

Deleção 12q21.1q21.2  

[arr Xq28(151,371,831-151,619,673)x2mat,12q21.1q21.2(74,906,055-77,770,027)x1] 

A paciente M165/11 apresenta duas CNVs, uma classificada com SCI (descrita na 

Tabela III) e a outra patogénica. A deleção no braço longo do cromossoma 12, numa 

extensão de 2.8 Mb, envolve 14 genes descritos na OMIM, apenas o gene BBS10 

(#610148) está associado a uma patologia mas de transmissão autossómica recessiva. 

Recentemente foi reportada uma família (mãe e dois probandos) com uma deleção 

muito menor mas sobreponível que também inclui os genes KCNC2 e ATXN7L3, com 

atraso do neurodesenvolvimento e ataxia cerebelar [Rajakulendran et al., 2013]. Muito 

provavelmente esta CNV não só pelo sua extensão e conteúdo genómico como pelo 

fenótipo de DI sem dismorfismos, com as evidências da família reportada será causal. 

O contributo da outra CNV será de SCI. 

Duplicação 15q13.3 

[arr 2p12(75,640,544-78,943,678)x1,15q13.3(32,021,733-32,438,943)x3mat] 

A paciente M1020/10 revelou duas CNVs com transmissão materna, uma deleção no 

cromossoma 2 de SCI e outra CNV em duplicação no cromossoma 15 classificada como 

patogénica. Esta duplicação envolve 417 kb, incluindo uma porção intragénica do 

CHRNA7, é sobreponível à S. de deleção 15q13.3 (MIM#612001), sendo atribuída a 

este gene a causalidade da síndrome e em particular da epilepsia, mas com 

penetrância incompleta. No caso das duplicações a patogenicidade reportada em 

pacientes é idêntica [Szafranski et al., 2010], embora com uma penetrância ainda mais 

reduzida e existindo uma maior frequência desta CNV em portadores assintomáticos, 

como se verifica na DGV. No entanto, o ponto de quebra desta CNV é intragénico 
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podendo a sua expressão ser mais sobreponível aos casos de haploinsuficiência. 

Recentemente, foi reportado um grupo de 19 pacientes com deleções em 

heterozigotia confinadas ao gene CHRNA7 e evidenciando o fenótipo característico da 

síndrome, a maioria herdadas de progenitores com fenótipo ligeiro ou ausente 

[Hoppman-Chaney et al., 2013]. O paciente M1012/10 evidencia DI, PEA, PHDA e 

epilepsia. Os distúrbios do neurodesenvolvimento parecem estar muito relacionados 

com este gene, facto que é comprovado pelos vários casos já reportados. 

Deleção 15q21.3q22.2 [arr 15q21.3q22.2(55,509,899-59,898,291)x1dn] 

O paciente M904/10 revelou uma deleção de 4.3 Mb, incluindo 20 genes descritos na 

base OMIM. Dos genes associados a patologia, o TCF12 (factor de transcrição 

envolvido na diferenciação neuronal) é responsável pela craniossinostose (CRS3 

MIM#615314), em pacientes que também poderão evidenciar atraso do 

desenvolvimento e distúrbios do comportamento. Mutações em heterozigotia do gene 

ADAM10 provocam uma patologia pigmentar (MIM#615537) com um padrão de 

transmissão autossómica dominante com elevada penetrância, o seu início pode 

estender-se entre a 1ª e a 2º década de vida, até à data sem manifestações no 

probando. Existem poucos pacientes descritos com microdeleção nesta região, sendo 

o caso reportado mais semelhante o descrito por Le Tanno e colaboradores, em que é 

descrito défice intelectual com alterações craniofaciais resultantes da craniossinostose 

coronal, enquanto neste paciente é sagital [Le Tanno et al., 2014]. 

Deleção 16p13.3  

[arr 2q33.1(197,998,411-198,124,352)x1,16p13.3(6,628,137-6,735,665)x1mat] 

O paciente M901/10 revelou uma CNV de SCI no cromossoma 2 e outra classificada 

como patogénica no braço curto do cromossoma 16. A deleção em 16p13.3 envolve 

uma porção intragénica do RBFOX1 (exão 3), este gene codifica para um factor de 

splicing muito importante no neurodesenvovimento e com uma forte associação a 

distúrbios do espectro do autismo, défice intelectual, epilepsia e outros distúrbios 

neuropsiquiátricos, mesmo no caso de mutações pontuais em regiões não 

codificantes, a sua expressão apresenta no entanto penetrância incompleta [Bill et al., 

2013]. O quadro clínico do paciente com encefalopatia epiléptica grave e sinais de 
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distúrbio na migração neuronal, está concordante com o reportado, assim como o 

facto da progenitora ser portadora sem revelar manifestações. 

Duplicação 17p13.1 [arr 17p13.3(7,247,008 -7,933,363)x3] 

O paciente revelou uma duplicação de 686 kb no braço curto do cromossoma 17, que 

envolve 31 genes descritos na OMIM, sobrepõe-se à região mais proximal da S. de 

deleção 17p13.1 (MIM#613776), abrangendo ainda outros genes associados a 

patologia mas provavelmente sem relevância no caso de uma duplicação. As 

duplicações descritas nesta região apresentam pontos de quebra variáveis e não 

recíprocos à síndrome de deleção. Existem vários casos sobreponíveis (CNVs menores 

mas que incluem a maioria dos genes desta CNV) na DECIPHER (274634, 250301, 

290411, 258312), todos com DI um deles com dedos em fuso, assim como na literatura 

existem casos com diferentes pontos quebra mas sobreponíveis [Belligni et al., 2012; 

Coutton et al., 2012; Kuroda et al., 2014]. O paciente reportado por Belligni e 

colaboradores é o mais semelhante; este autor propõe os genes EFNB3 (#602297), 

FXR2 (#605339), NLGN2 (#606479), envolvidos no neurodesenvolvimento, como 

possíveis candidatos envolvidos no DI [Belligni et al., 2012]. Todos os pacientes 

apresentam DI, mas em dois deles é referida a obesidade [Belligni et al., 2012; Kuroda 

et al., 2014]. 

 

Triplicação 20p11.22p11.21 [arr 20p11.22p11.21(21,330,078-23,347,721)x4dn] 

Paciente descrito em artigo submetido para publicação [3.2.1]. 
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Abstract 

We report a male patient with developmental delay carrying an interstitial 4p16.3 

deletion of 287 kb, disclosed by oligo array-CGH and inherited from his father with a 

similar but milder phenotype. This deletion is distal to the Wolf-Hirschhorn syndrome 

critical regions, but includes the FGFRL1 gene proposed to be a plausible candidate for 

part of the craniofacial characteristics of Wolf-Hirschhorn syndrome patients. However 

the proband lack the typical facial appearance of the syndrome, but exhibits 

overgrowth, dysfunction of temporomandibular articulation and a bicuspid aortic 

valve. Given the pattern of expression of the fibroblast growth factor receptor-like 1 

and its involvement in bone and cartilage formation as well as in heart valve 

morphogenesis, we discuss the impact of its haploinsuficiency in the phenotype. 

Keywords: 4p16.3 deletion; FGFRL1 gene; developmental delay; bone and cartilage 

formation 
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Introduction 

Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS; OMIM#194190) is a contiguous gene syndrome 

caused by deletion of the short arm of chromosome 4. There is a considerable 

variation in the phenotypic spectrum and a correlation between the size of the 

deletion and severity of the phenotype has been recognized.1 Two Wolf-Hirschhorn 

critical regions, WHCR1 and WHCR2, have been identified within 4p16.3.2,3 Beyond this 

region, the loss of additional critical genes appears to be responsible for variable 

present features, the identification of patients with distal 4p deletions could help to 

identify for pathogenic genes that may be involved in components of the WHS 

phenotype.  

Here we report a patient with a mild phenotype carrying an interstitial 287 kb 

deletion at 4p16.3, distal to the already described WHS critical regions, and 

encompassing FGFRL1 gene proposed to be involved in the craniofacial characteristics. 

We discuss the involvement of this gene in the features displayed by the patient and 

compare with other patients reported with overlapping imbalances. 

Materials and methods 

Case report 

The 11-years-old male proband is the first child of unrelated parents. He was born at 

38 weeks of gestation after uneventful pregnancy. His weight was 3900 g (90th 

percentile), length of 51 cm (50th percentile), and occipitofrontal circumference (OFC) 

of 36 cm (75th percentile). Apgar scores were 9 and 10 at 1 and 5 minutes, 

respectively. He started to talk and walk independently at 2 years of age. It was noted 

to have difficulties in language skills, so he has been having language therapy since the 

age of 3. At 6 years he started to have pedo-psychiatric support. At the age of 11 years 

he was referred to genetics evaluation after diagnosis of bicuspid aortic valve in 

routine echocardiography. On physical examination, the patient showed overgrowth 

with a weight of 51,5 kg (95th percentile), height of 168 cm (>95th percentile), and 

OFC of 53,5 cm (50th-75th percentiles). Craniofacial findings included an asymmetric 

long face, with retrognathia, short philtrum (Fig. 1a), high palate with misaligned teeth, 
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dysfunction of temporomandibular articulation, long prominent nose and prominent 

ears (Fig. 1b). The hands have long fingers (Fig. 1c), the feet display bilateral sandal gap 

of the first toes with large halluces (Fig. 1d). Because of the developmental delay and 

overgrowth, homocysteine levels were investigated but showed a normal result. 

Electroencephalogram was normal, but MRI of the brain revealed a slight diminish of 

the frontal lobe mainly on the right side. Although in orthopedic examination he didn’t 

reveal any remarkable alterations, he has a postural kyphosis with sloping shoulders 

(Fig. 1e) and asymmetric position of scapulas. He has a mild global cognitive 

impairment, but a more pronounced dysfunction in expressive language and 

articulation of speech. He is very similar to his father, although with a milder 

phenotype the father had strong learning difficulties at school, also with limitations in 

language articulation, he has a sister with remarkable delay and brothers and nephews 

with learning difficulties. 

The proband has already normal investigation results of conventional 

cytogenetics analysis, fragile-X syndrome testing and subtelomeric screening. 

Methods 

High-resolution comparative genomic hybridization (array-CGH) analysis was 

performed using Agilent SurePrint G3 Human Genome microarray 180 K (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA), an oligonucleotide microarray containing 

approximately 180,000 sixty-mer probes with a 17 kb average probe spacing, as 

described before.4 In order to confirm the array-CGH result, MLPA (MRC Holland, 

Amsterdam, Netherlands) using the set of probes P373, was performed according to 

the manufacturers’ instructions. The study of the parents was done with the same 

MLPA probemix. 

Results 

The oligo array-CGH showed an interstitial deletion at 4p16.3 spanning about 287 kb of 

genomic DNA from position 927,780 bp (clone A_16_P16565674) to 1,214,915 bp 

(clone A_16_P00907084) flanked by probe A_16_P00906727 (920,051 bp) and probe 

A_18_P23419088 (1,228,462 bp) according to UCSC Genome Browser (hg19; 

GRChBuild 37.1, February 2009) (Fig. 2). The deleted segment contains 11 RefSeq 
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genes, 7 genes are described in the OMIM database: DGKQ (#601207) a diacylglycerol 

kinase, SLC26A1 (# 610130) a sulfate anion transporter 1, IDUA (# 252800) a alpha-L-

iduronidase (associated to a lysosomal storage disease by homozygous or compound 

heterozygous mutation), FGFRL1 (#605830) the fibroblast growth factor receptor-like 

1, RNF212 (#612041) a ring finger protein that plays a role in meiotic recombination, 

SPON2 (#605918) the spondin 2, CTBP1 (#602618) the C-terminal-binding protein 1. 

MLPA confirmed the array result with two probes for genes SPON2 and FGFRL1. 

Parental testing was performed with MLPA, showing the father to be carrier of the 

same imbalance. 

 

Discussion 

We report a patient with an interstitial deletion on 4p16.3, inherited from the father, 

this deletion is distal to the WHS critical regions. However this imbalance encompasses 

the fibroblast growth factor receptor-like 1 (FGFRL1) gene, proposed to be implicated 

as an important candidate contributing to the craniofacial phenotype,5,6 the patient 

described lack the typical facial features of the WHS, only exhibiting prominent nose 

and short philtrum. This gene has also been associated with intrauterine growth 

retardation and postnatal short stature in WHS patients,7 opposite to the findings in 

our patient that displays overgrowth since the neonatal period. Delayed in speech is a 

frequent problem in patients with 4p16.3 deletions8, even among patients with non 

overlapping imbalances, probably more than one gene contribute to this impairment, 

and in the proband and his father it is probably associated with the dysfunction of the 

temporomandibular articulation. 

FGFRL1 gene inhibits cell proliferation, but promotes cell differentiation and 

induces cell adhesion (involved in cell-cell fusion), it is primarily expressed in 

cartilaginous tissues and in bone primordia (like the maxillae, the mandibles, the ribs 

and the nose), the muscles of the tongue and the diaphragm express FGRFL1 at a 

relatively high level, but the heart, aorta, skeletal muscle, brain, lung, liver, kidney and 

gut it is expressed at a moderate level.9 Taking into account its function and pattern of 

expression, the haploinsufficiency of FGFRL1 could be associated with the craniofacial 

phenotype of the patient including the dysfunction of temporomandibular articulation, 
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the overgrowth could be a consequence of the partial lack of the negative effect of 

FGFRL1 in cell proliferation particularly in bone tissues. 

 In the research work of Catela et al.6, with an Fgfrl1 null mice (a novel animal 

model to dissect the aetiology of WHS), it is suggested a role for Fgfrl1 in 

valvulogenesis and ventricular septation. The presence of cardiac defects is observed 

in some patients with WHS7, but a patient described by Okamoto et al.10, with a small 

deletion encompassing WHSC1 but not including the FGFRL1, didn’t exhibit cardiac 

malformation. On the other hand in the report of South et al.11, the echocardiogram of 

both patients didn’t reveal any alteration although the deletions involved include 

FGFRL1 gene. In the patient described the presence of a bicuspid aortic valve could be 

a coincidental finding or maybe suggests the contribution of FGFRL1 in heart 

valvulogenesis. 

In the work reported by Hammond et al.12 a correlation between the genes 

involved in different deletions within 4p16.3 and the craniofacial phenotype is done. 

One of the patients was reported by Faravelli et al.13, mother of the propositus, she 

carries a terminal deletion distal to both critical regions of WHS, but including FGFRL1, 

her facial features included hypertelorism, high nasal bridge, down-slanting of 

palpebral fissures and large protruding eyes, but our patient with a smaller deletion 

also harbouring FGFRL1 doesn’t display neither of these characteristics. South et al.11 

described two patients with 4p terminal deletions distal to WHS critical regions but 

including FGFRL1 and a portion of LETM1 in one of them (Fig .2), they didn’t exhibit the 

typical facial features of the syndrome, but have prominent forehead, mild telecanthus 

and normal philtral length, in both it was observed growth delay and mild 

developmental delay. On the other hand the patient reported by Engbers et al.5 with a 

1.6 Mb deletion have typical facial signs of the WHS, this deletion includes FGFRL1 but 

also other proximal genes that could be involved in the displayed phenotype (Fig. 2). 

Our report supports the hypothesis that multiple genes are involved in the 

orchestration, not only of the facial phenotypic features but in the other 

malformations and cognitive skills observed in WHS patients in a contiguous manner. 

As it was confirmed in the study of Maas et al.7, of a cohort of patients with different 

size deletions and genotype-phenotype correlation, several clinical features of WHS 

have considerable variable expressivity or penetrance, so it is difficult to pinpoint the 
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genes involved in the more rare aspects of the WHS phenotype. The identification of 

distal 4p deletions covering about 0.4-0.5 Mb in individuals without a pathogenic 

phenotype suggests that monosomy of this region is likely benign.14,15 But deletions 

extending to the 1.4 Mb region appear to be pathogenic (Fig. 2), although with a mild 

phenotype7,11,13 and no typical facial appearance of WHS, deletions extending to 1.6 

Mb can however display some overlapping features to the phenotype of WHS,5 

suggesting the presence of other genes contributing to the displayed features. 

 The present report could help to unravel the phenotypic manifestations 

underlying the haploinsufficiency of the FGFRL1 gene, particularly the involvement in 

the bone primordia formation and in valve morphogenesis, although we cannot 

discard the possible involvement of other neighboring genes in the phenotype. A 

better characterization of patients with atypical and smaller interstitial deletions could 

contribute to the knowledge of the biological function of neighboring genes out of the 

core critical regions of the WHS. 
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Titles and legends to figures 

Figure 1 Phenotypic characteristics of the patient at 14 years of age. (a) Asymmetric 

long face, with retrognathia and short philtrum, (b) long and prominent nose, large or 

prominent ears, (c) hands with long fingers, (d) bilateral sandal gap of the first toes 

with large halluces, (e) postural kyphosis with sloping shoulders. 
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Abstract 

Background: Interstitial triplications leading to partial tetrasomies are rare 

chromosomal aberrations, the majority involve chromosome 15q11q13, but sporadic 

intrachromosomal triplications have also been described for other chromosomes and 

regions. For the short arm of chromosome 20, tetrasomy was only reported in two pre-

natal cases and one post-natal involving the full arm.  

Methods and results: Herein we report a patient with a de novo non-recurrent 

interstitial triplication of 20p11.2 detected using oligonucleotide array comparative 

genomic hybridization and confirmed by multiplex ligation-dependent probe 

amplification and further characterized with fluorescence in situ hybridization. SNP 

array was applied to conclude about the parental origin and probable mechanism of 

formation. The imbalance encompasses 19 RefSeq genes, two of which are, PAX1 and 

SSTR4, whose deregulation may play a critical role in the development of the vertebral 

anomalies and the intellectual disability The patient share consistent features with the 

phenotype of the trisomy 20p syndrome, including: psychomotor retardation and 

vertebral anomalies, but additionally exibhits microcephaly and severe language 

impairment. 

Conclusion: Tetrasomy 20p11.2 due to an interstitial triplication have never been 

reported, the patient exhibits the main clinical features of the trisomy 20p syndrome 

but with more severe manifestations. This region could delineate a minimal critical 

region disclosing candidate genes, PAX1 and SSTR4, responsible for the vertebral 

anomalies and the intellectual disability. 

Key words: chromosome 20, triplication 20p11.2, SSTR4 gene, PAX1 gene 
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1.Introduction 

Interstitial triplications leading to partial tetrasomies are rare chromosomal 

aberrations. The majority of interstitial triplications reported involve chromosome 15, 

showing a middle inverted repeat [Roberts et al., 2002]. Sporadic intrachromosomal 

triplications have also been described for several chromosomes and regions: 

2q11.2q21 [Wang et al., 1999], 2q12.3q13 [Mercer et al., 2009], 2q37 [Rauch et al., 

1996], 3q25.3q29 [Õunap et al., 2005], 5p14p15.33 [Harrison et al., 1998], 7p21.3p22 

[Rivera et al., 1998], 7q11.23 [Beunders et al., 2010], 9p13p22 [Verheij et al., 1999], 

10q26qter [Devriendt et al., 1999], 11q23.3q24.1 [Burnside et al., 2009], 11q24.1 

[Beneteau et al., 2011], 12p11.22p12.3 [Eckel et al., 2006], 13q21.1q21.33 [Lopéz-

Expósito et al., 2008], 13q22q33 [Reddy et al., 2000], 16q12.1q12.2 [Berry et al., 1990], 

18q21.3 [Giorda et al., 2011], 22q11 [Knijnenburg et al., 2012], Xq13q22 [Matsuki et 

al., 1998] and Xq [Ocak and Surucu, 2012]. 

Tetrasomy of the short arm of chromosome 20 was only reported in two pre-

natal cases carrying an isochromosome 20p and associated with multiple congenital 

abnormalities [Wu et al., 2003; Fryer et al., 2005] and one post-natal patient with 

triplication of all 20p, due to inherited translocation and secondary nondisjunction, 

presenting moderate development delay [Marcus et al., 1979]. In most triplications the 

resulting phenotype is consistent with the displayed in patients with duplication of the 

same segment, but more severe [Mercer et al., 2009]. Trisomy involving 20p is not so 

rare, with at least 39 cases reported [review in Chaabouni et al., 2007; Leclerq et al., 

2009; D’Angelo et al., 2010]. A detailed molecular characterization is lacking in the 

majority of the reports, being difficult to ascertain an accurate correlation between the 

phenotype and the genomic imbalance.  

Herein, we report the first patient with an interstitial triplication of 20p11.2, 

leading to a partial tetrasomy 20p, showing overlapping features to the already 

described trisomy 20p syndrome including: psychomotor retardation, poor motor 

coordination, vertebral anomalies and facial dysmorphisms. We discuss the 

involvement of the PAX1 and SSTR4 genes in the development of the vertebral 

anomalies and the intellectual disability. 
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2. Clinical report 

The patient, a 5-year-old girl, is the second child of healthy unrelated parents, with a 8-

year-old brother also healthy. During pregnancy amniocenteses was performed at 17 

weeks of gestation, because of advance maternal age (36 years-old), revealing a 

normal female karyotype. Intrauterine growth restriction was only noted at 32 weeks 

of gestation. She was born at term (40 weeks and 5 days) by caesarean section due to 

acute fetal suffering. Apgar scores were 9 and 10 at 1 and 5 min, respectively. Birth 

weight was 2.220 g (<3th centile), birth length 43 cm (<5th centile) and occipitofrontal 

circumference (OFC) 30cm (<10th centile). The microcephaly was evident and she 

showed marked hypotonia. She had left club foot corrected by surgery. At 8 months 

her weight was on the 90th centile and height was below the 5th centile. She had short 

stature, obesity and microcephaly with plagiocephaly. On examination at 18 months, 

weight was 9.330 g (<5th centile), height 74.5 cm (<5th centile) and OFC 44cm (<3th 

centile). She only walked independently at 3 years old; at this age she exhibited 

sensorineural hearing loss. At the age of 5 years, her weight was 17 kg (25th centile), 

height 104.5 cm (10th centile) and OFC 47 cm (<3th centile). She had severe 

developmental delay, with absence of language, still has microcephaly with 

craniofacial asymmetry, plagiocephaly and dolicocephaly. Brain MRI revealed 

microlissencephaly with partial agenesis of the corpus callosum associated with 

bilateral periventricular band heterotopia. She only had seizures in the neonatal period 

controlled with medication in the first two months of life. She had a round face with 

prominent cheeks, high forehead, malar hypoplasia with moderate micrognathia, high 

arched palate, nose with large flared nostrils, broad and prominent nasal bridge, 

frontal bossing, V-shaped high arched eyebrows sparsed laterally, deep-set eyes, 

down-slanting palpebral fissures, prominent lower lip, short philtrum (Fig. 1A-B), short 

neck with limitation of head movement and a low posterior hairline. Short hands with 

clinodactyly of the 4th and 5th fingers, the 5th finger is short in both hands. She has 

very poor motor coordination with ataxia, restricted joint mobility of knees and 

elbows. She was assessed using the Schedule of Growing Skills II at 62 months of age 

revealing: in locomotor and manipulative areas appropriate results for 24 months; 

visual, hearing and language skills score of 36 months; speech and language score of 
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24 months; interactive and self-care appropriate of 36 months; a cognitive skill score 

of 30 months. She only says two monosyllabic words with progression in gestural 

language. The patient exhibits scoliosis and kyphosis, vertebral column X-ray detected 

cervical fusion of C1-C2 and reduction of intervertebral spaces between D3 to D6 at 

the dorsal region. She had eleven thoracic vertebrae. Analysis of hormone levels for: 

thyroid-stimulating hormone (TSH), freeT4, insulin-like growth factor 1 (IGF-1), IGF 

binding protein-3 (IGFBP-3) revealed all in the normal range. On ophthalmologic 

examination the girl exhibits strabismus, horizontal nystagmus and amblyopia. 

3. Materials and methods 

3.1 Array Comparative Genomic Hybridization (array-CGH) 

Oligonucleotide array-CGH was performed using Agilent SurePrint G3 Human Genome 

microarray 180K (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), according to the 

manufacturer’s instructions (protocol version 6.2.1), as previously described [Matoso 

et al., 2013]. Data were extracted with Feature Extraction software (v10.7) and 

analyzed using Agilent Genomic Workbench (v6.0) with the following settings: ADM2 

as aberration algorithm, threshold of 6.0, moving average 2 Mb. 

3.2 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplfication (MLPA) 

To confirm the array-CGH result, MLPA was performed using the set of probes P007 

(MRC Holland, Amsterdam, The Netherlands) according to the manufacturers’ 

instructions.  

3.3 Cytogenetic and FISH analysis 

Standard chromosome analysis was performed on GTG-banded metaphases at 

approximately the resolution of 550-band level, obtained from cultured peripheral 

blood lymphocytes. The karyotype was described according to the International 

System for Human Cytogenetic Nomenclature [ISCN 2013]. FISH technique was 

performed with BAC clone RP1-167O22, within the 20p11.22 triplicated region, using 

standard protocols, in the patient and her parents. Analysis was carried out using a 

Nikon Eclipse fluorescence microscope (Nikon Instruments Europe B.V.; 
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Badhoevedorp, The Netherlands) coupled with the Cytovision system (Applied Imaging 

International Lda; Newcastle upon Tyne, UK). 

4. Results 

Array-CGH analysis revealed an increased dosage on chromosome 20p11.22p11.21 

region, spanning about 2 Mb of genomic DNA. The start of the gain is between base 

pair number 21,330,078 (clone A_16_P21098196) and 21,312,256 (clone 

A_14_P124251) and the end is between base pair 23,347,721 (clone A_14_P133269) 

and 23,360,821 (cloneA_14_P200567) (hg19; GRCh Build 37.1, February 2009) (Fig. 

2A). The oligonucleotides within the amplified region had consistent values with the 

presence of four copies, most probably a triplication or a homozygous duplication. 

MLPA showed a gain of signal ratio (1.91) for probe to THBD gene, suggesting a copy 

number of four. 

Metaphase FISH analysis showed apparently two copies of RP1-167O22, however, the 

signals present in the two homologues were of different intensity (Fig. 2B), the 

stronger signal was also visible in the interphase, and in some interphases we could 

see a split signal of the larger one (Fig. 2C), but we failed to prove the triplication 

probably due to the proximity of the copies. However the discrepancy of the signals 

between the two homologous ruled out the possibility of a homozygous duplication. 

Since array-CGH and MLPA had consistent results with the existence of four copies, the 

interstitial triplication is the most probable rearrangement. FISH was also performed in 

metaphases of both parents and showed normal hybridization results. 

The final karyotype of the patient was:  

46,XX.arr 20p11.22p11.21(21,330,078-23,347,721)x4.rsa 20p11.21(THBD)x4dn 

5.Discussion 

This is the first report of a patient with a de novo non-recurrent interstitial triplication 

of the 20p11.22p11.21 region. The copy number alteration was detected using oligo 

array-CGH, confirmed by MLPA and further characterized with interphase and 

metaphase FISH. Our patient share consistent features with the phenotype of patients 

with trisomy 20p syndrome (see Table 1) including: psychomotor retardation, poor 
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motor coordination, vertebral anomalies, short neck, craniofacial asymmetry, language 

delay, coarse hair, round face with prominent cheeks, large flared nostrils, high-arched 

eyebrows, downslanting of palpebral fissures, moderate micrognathia and high arched 

palate [Sidwell et al., 2000; Leclercq et al., 2009; D’Angelo et al., 2010]. The 

microcephaly observed in the described patient has not been reported before and her 

speech is almost absent with only two monosyllables at 5 years of age. Our case 

demonstrates that an increased dosage of the expression of genes within the region 

20p11.2 is of significant relevance for the phenotype.  

The triplicated region 20p11.22p11.21 encompasses 19 RefSeq genes, with 10 

described in the OMIM database (XRN2, NKX2-4, NKX2-2, PAX1, FOXA2, SSTR4, THBD, 

CD93, NXT1, GZF1). THBD gene encodes thrombomodulin, an endothelial cell surface 

glycoprotein that forms a complex with the coagulation factor thrombin, it has been 

reported an association of thrombophilia due to thrombomodulin defect (MIM: 

188040) and heterozygous mutations that confer susceptibility to Hemolytic uremic 

syndrome (MIM: 612926). Taking into account the expression and function of the 

other genes involved, we identified two genes, PAX1 and SSTR4, whose deregulation 

may play a critical role in the development of the vertebral anomalies and the 

intellectual disability respectively. PAX1 belongs to a highly conserved family of 

developmental control genes, and it seems to play an important role in the normal 

development of the vertebral column. Recently it has been annotated in the OMIM 

database associated with Otofaciocervical syndrome (MIM: 615560), caused by 

homozygous mutations, and including vertebral defects and mild intellectual disability 

[Pohl et al., 2013]. Based on mouse studies, the human phenotype of a PAX1 mutant 

would be expected to have vertebral segmentation anomalies, that could have as a 

consequence a failed segmentation of the cervical vertebrae with the clinical sequelae 

of a short immobile neck and a low posterior hairline, vertebral fusions may also occur 

elsewhere along the spine and other vertebral anomalies [McGaughran et al., 2003]. 

It seemed to be not coincidental that almost all the patients with deregulation of 

expression in this region, by carrying more than two copies, are reported with 

vertebral anomalies (Table 1), and the features present in our patient are very 

consistent.  
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SSTR4 gene, the somatostatin receptor 4, is expressed in highest levels in fetal and 

adult brain and lung. It is functionally coupled not only to inhibition of adenylate 

cyclase, but also to activation of both arachidonate release and mitogen-activated 

protein (MAP) kinase cascade. The results of the experimental work of Gastambide et 

al. [2009] in mice, suggests that hippocampal SSTR4 are functionally involved in a 

switch from hippocampus-based memory to dorsal striatum-based memory. 

In conclusion, we report the first tetrasomy 20p11.22q11.21 due to an interstitial 

triplication, the patient exhibits the main clinical features of the trisomy 20p 

syndrome. This region could delineate a minimal critical region, disclosing candidate 

genes that we propose to be PAX1 and SSTR4, whose overexpression could be 

responsible for the vertebral anomalies and the intellectual disability respectively. 
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Legends, Figures and Tables  

 

Figure 1 – Photographs of the Patient with 5 years old.(A-B) Facial appearance: round face with 

prominent cheeks, high forehead, moderate micrognathia, nose with large flared nostrils, 

broad and prominent nasal bridge, frontal bossing, V-shaped high arched eyebrows (sparsed 

laterally), deep-set eyes, down-slanting palpebral fissures, prominent lower lip, short philtrum. 

 

Figure 2 – Oligoarray analyses and FISH results. (A) ArrayCGH profile of chromosome 20, 

showing the amplified region 20p11.22p11.21 (chr20: 21,330,078-23,347,721; NCBI hg19); (B-

C) Hybridization results with probe RP1-167O22 showing: a stronger signal in the derivative 20 

(B), and three signals in the interphase (C). 
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3.3 CNVs de SCI provavelmente patogénicas, provavelmente benignas ou apenas SCI 

Um grupo de 34 pacientes revelou CNVs de SCI que foram sub-classificadas em 

provavelmente patogénicas, provavelmente benignas ou apenas de SCI considerando: 

o seu conteúdo genómico, algum paciente semelhante previamente reportado e a 

herança familiar. As CNVs estão descritas na Tabela IV, por ordem de cromossoma e 

localização (pter→qter), no caso do mesmo paciente apresentar duas CNVs de SCI a 

organização obedece à CNV localizada no cromossoma de nº mais baixo.  

Cromossoma 1 

No cromossoma 1 observou-se apenas uma CNV em 1p13.3 de 257 kb e de origem 

materna (M44/11). Inclui o gene VAV3 (OMIM#605541) envolvido na angiogénese, 

sem patologia conhecida por variação no nº cópias. A progenitora portadora não 

apresenta manifestações, tem apenas uma CNV sobreponível descrita na DGV. 

Classificada apenas de SCI. 

Cromossoma 2 

No braço curto do cromossoma 2(p22.3) observou-se uma triplicação numa extensão 

de 677 kb, incluindo 7 genes RefSeq (2 microRNA), que mostrou ser de origem 

materna. Na DGV estão descritas CNVs sobreponíveis mas apenas em duplicação. A 

paciente (M968/10) apresenta DI, ataxia e baixa estatura também presente na 

progenitora. Mãe alcoólica sem avaliação quanto ao DI. CNV classificada apenas de SCI. 

Os pacientes M1018/10 e M503/11 revelaram CNVs no braço longo em 

2(q11.1q11.2) com pontos de quebra diferentes mas sobreponíveis e com o mesmo 

conteúdo de genes reportado na OMIM, no primeiro a alteração mostrou ser de novo, 

mas no último verificou-se uma herança paterna. Esta região não é coberta por CNVs 

frequentes na DGV. Existem três pacientes na base DECIPHER com CNVs sobreponíveis 

[287648, 254438, 267934] herdadas, mas sem fenótipo descrito. O gene SNRNP200 

está associado a uma forma de Retinite Pigmentar (MIM#601664) de transmissão 

autossómica dominante. O probando M503/11 e o progenitor, após exames 

oftalmológicos adequados, não mostraram qualquer lesão sugestiva da patologia, na 

outra paciente após um exame oftalmológico de rotina nada foi referido. Podemos 

concluir que a haploinsuficiência do gene não parece provocar Retinite Pigmentar 
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mesmo de manifestação mais tardia. Entre os outros genes temos um associado a 

susceptibilidade ao feocromocitoma (MIM#171300) e outro associado a uma síndrome 

de herança autossómica recessiva (MIMI#217080), a sua causalidade foi excluída 

também pela clínica. Os probandos apresentam ambos DI, no entanto um é 

macrossómico, tal como o pai, e o outro apresenta microcefalia e baixa estatura. Uma 

vez que, apesar da presença do DI, o fenótipo dos probandos não é semelhante, e o 

progenitor portador não evidencia DI, não é possível atribuir a estas CNVs um 

significado clínico patogénico, ficando apenas de SCI. 

O paciente SM126/11, referido com ADPM, microftalmia e coloboma bilateral, 

revelou uma deleção intragénica do RAB3GAP1 (exões 19-25). Este gene está 

associado ao Warburg micro syndrome 1 (MIM#600118), sendo no entanto uma 

patologia de transmissão autossómica recessiva. Face ao quadro clínico compatível 

com a síndrome, tudo indica uma provável mutação no outro alelo, no entanto não foi 

possível acompanhar os estudos subsequentes nesta família. Apesar de permanecer de 

SCI, tudo indica que esta CNV será provavelmente patogénica. 

No cromossoma 2 observaram-se oito CNVs de SCI, uma provavelmente 

patogénica e sete apenas de SCI. Duas destas CNVs localizadas em 2(p15) e 2(q37.2) 

estão apenas descritas na Tabela IV (M55/11, M103/11) e outras duas estão descritas 

na Tabela III por pertencerem a pacientes portadores de CNVs patogénicas. 

 

Cromossoma 3 

Neste cromossoma observaram-se quatro CNVs, uma localizada no braço curto em 

3(p14.2) e três no braço longo em 3(q22.3), 3(q25.2), 3(q28q29). Não apresentam 

CNVs sobreponíveis na DGV e o conteúdo génico é aparentemente irrelevante. Na 

segunda CNV a herança é desconhecida (M213/11), duas são herdadas de progenitor 

sem manifestações (M149/11, M316/11) e na última (M189/11) o progenitor é 

referido com dificuldades de aprendizagem. Apenas foi possível classificá-las com SCI. 

 

Cromossoma 4 

Observaram-se duas CNVs (SM30/11, M952/10), uma no braço curto em 4(p14) e 

outra no longo 4(q13.3). Não apresentam CNVs frequentes descritas na DGV, o seu 
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conteúdo génico tem um impacto desconhecido ou irrelevante, ambas herdadas de 

progenitor com dificuldades de aprendizagem. CNVs classificadas com SCI. 

 

Cromossoma 5 

A penas uma CNV localizada em 5(q22.3q23.1) de 418 kb (SM40/11). Sem CNVs 

sobreponíveis na DGV, herança de progenitor sem manifestações. Diagnóstico 

posterior de Neurofibromatose por mutação no gene NF1 que justifica quadro clínico. 

Classificada como provavelmente benigna. 

 

Cromossoma 6 

Uma duplicação de 216 kb localizada em 6q(26) de origem paterna (M930/10), apenas 

um gene na OMIM sem patologia associada conhecida. Pai não apresenta as 

manifestações do filho. Classificada apenas com SCI. 

Cromossoma 7 

O cromossoma 7 revelou duas CNVs, ambas deleções no braço curto em 7(p22.33) e 

7(p21.2p15.3), envolvendo uma extensão de 2 Mb e 3.2 Mb respectivamente 

(M1007/10, M929/10). Ambas são herdadas, num dos pacientes o DI é borderline não 

havendo informação quanto ao progenitor, no outro paciente o DI é grave e o 

progenitor apresenta DI ligeiro. O conteúdo génico tem uma extensão relevante, os 

genes associados com patologia conhecida não apresentam expressão relevante em 

hemizigotia ou as manifestações foram excluídas por exames clínicos. Estão reportados 

dois pacientes na DECIPHER com alterações dentro da região 7(p22.3) com um quadro 

clínico de DI (278871, 258611), uma delas herdada de progenitor semelhante. Existe 

um caso reportado na literatura que inclui a região 7(p21.2p15.3), mas tem uma 

extensão muito superior (7 Mb) com conteúdo génico que não é comum e é 

responsável por MC graves [Fryssira et al., 2011]. Classificadas de SCI. 

 

Cromossoma 8 

Observaram-se em dois pacientes (M118/11, M902/10) deleções do braço longo do 

cromossoma 8. Uma delas em 8(q21.3) de 73 kb envolvendo apenas um gene, herdada 

de um progenitor sem manifestações clínicas, mas com apenas uma CNV na DGV, 
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provavelmente benigna. A outra deleção em 8(q22.2) envolve uma porção intragénica 

do COH1 (exões 8-19), mutações neste gene em homozigotia ou heterozigotia 

composta estão associadas à síndrome de Cohen, por indicação da genética clínica o 

fenótipo do paciente não justifica pesquisar mutação no outro alelo. Apenas tem duas 

CNVs descritas na DGV e classificou-se como de SCI. 

 

Cromossoma 9 

Uma duplicação em 9(q22.3) de 536 kb (M1013/10) envolvendo nove genes, três deles 

descritos na OMIM mas sem associação conhecida a patologia, sem CNVs reportadas 

na DGV, herdada de progenitor sem manifestações. Classificada apenas com SCI. 

 

Cromossoma 10 

Observaram-se três CNVs em duplicação, uma em 10(p15.3) de 504 kb (M154/11), que 

inclui quatro genes, mas apenas um descrito na base OMIM (expressão específica no 

cérebro) sem patologia associada conhecida; existem dois pacientes descritos na 

DECIPHER (#287723, #284696) com duplicações incluindo o mesmo gene, um deles 

com autismo e o outro com DI moderado. Esta CNV é herdada de progenitor com 

dificuldades escolares, face às evidências serem pouco específicas e consistentes, esta 

CNV classificou-se apenas com SCI. As outras duas CNVs foram observadas no mesmo 

paciente (M986/10) no braço longo em 10(q26.13q26.2) e 10(q26.2) em posições 

nucleotídicas próximas mas distintas, ambas são de origem paterna (sem 

manifestações fenotípicas) os genes envolvidos apenas um deles tem patologia 

associada mas irrelevante para esta CNV. Ambas as CNVs são de SCI. 

Cromossoma 11 

Observou-se uma duplicação em 11(p15.1p14.3) que envolve uma extensão de 3 Mb 

incluindo nove genes, dos quais cinco estão na OMIM, dois deles estão associados a 

patologia de expressão irrelevante não só para o desequilíbrio em causa como no 

contexto da clínica (M931/10). Existe um paciente na base DECIPHER (#289417) com 

uma CNV que inclui os genes ANO5 e SLC17A6, com autismo e DI. A duplicação é 

herdada de um progenitor sem manifestações, no entanto face à extensão da CNV, ao 

fenótipo do probando com PHDA, DI mais ao nível da linguagem e epilepsia, não se 
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pode excluir a sua patogenicidade embora também não exista nenhuma evidência que 

o comprove. Classificada apenas de SCI. 

No braço longo em 11(q13.5) observou-se uma CNV em duplicação, num 

paciente também portador de outra alteração no cromossoma 7 (M1007/10). Esta 

duplicação é de novo, tem a extensão de 1 Mb e envolve oito genes descritos na 

OMIM, um dos pontos de quebra é no gene CAPN5 que está associado a uma 

retinopatia de transmissão autossómica dominante, a clínica não refere qualquer 

distúrbio ao nível oftalmológico. Classificada apenas de SCI. 

 

Cromossoma 12 

Uma duplicação em 12(q21.31) numa extensão de 742 kb e de origem paterna 

(M150/11). Para os genes envolvidos não se conhece patologia associada, não existem 

CNVs semelhantes reportadas na DGV, classificada apenas de SCI. 

 

Cromossoma 13 

Observou-se uma deleção em 13(q21.2) numa extensão de 200 kb e de origem 

materna (M102/11). Dos três genes incluídos apenas o DIAPH3 está na OMIM e 

associado a uma neuropatia auditiva de transmissão autossómica dominante. O 

probando não apresenta queixas auditivas (confirmado pela clínica), assim como a 

progenitora sem qualquer outra manifestação fenotípica. Classificada apenas de SCI. 

 

Cromossoma 14 

Neste cromossoma foi observada uma pequena deleção intragénica do GPHN 

(M944/10), este gene está associado a uma doença metabólica de transmissão 

autossómica recessiva, codifica para uma proteína microtubular do citoesqueleto da 

membrana neuronal pós-sináptica. Recentemente foram reportados seis pacientes 

com deleções em hemizigotia neste gene, de novo e herdadas de progenitor sem 

manifestações, cobrindo os mesmos exões e associadas a perturbações do 

neurodesenvolvimento incluindo PEA, esquizofrenia e convulsões [Lionel et al., 2013]. 

A semelhança, ao nível genómico e fenotípico, com os casos reportados leva-nos a 

classificar esta CNV como provavelmente patogénica. 
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Cromossoma 15 

Localizada em 15(q26.2) observou-se uma duplicação num paciente (M149/11) 

também portador de outra CNV no cromossoma 3 (SCI) já descrita. Esta CNV é de 

origem materna, abrange 526 kb com dois genes um deles na OMIM e onde se localiza 

um dos pontos de quebra, o IGF1R com associação a resistência à insulina. A mãe 

portadora não apresenta manifestações, já o pai tem um fenótipo sobreponível com 

epilepsia e DI embora mais ligeiro. Não existem CNVs reportadas na DGV, classificada 

apenas de SCI. 

 

Cromossoma 16 

A deleção observada em 16(p13.2p13.33) envolve 291 kb (M917/10), incluindo o gene 

ATF7IP2 (factor de transcrição) sem patologia associada conhecida, herdada de 

progenitora sem manifestações. Na DGV apenas estão descritas raras CNVs cobrindo 

este gene. Classificada apenas de SCI. 

Cromossoma 17 

Neste cromossoma foram observadas duas CNVs no braço longo, uma delas localizada 

em 17(q12) numa região de 711 kb (M702/10), que inclui 16 genes descritos na base 

OMIM, três deles estão associados a patologia cuja expressão não é relevante para 

uma duplicação. Nesta região existe uma síndrome de genes contíguos mas cuja região 

crítica está fora das posições nucleotídicas desta CNV. Contudo, esta CNV inclui o gene 

PNMT descrito com possível associação a hipertensão (MIM#145500) e que codifica 

para uma enzima que catalisa a síntese de epinefrina. Existem dois pacientes na 

DECIPHER com CNVs menores (#257527, #250287) um deles com DI e o outro com DI, 

défice de atenção e tics. Esta CNV é de novo, não existem CNVs sobreponíveis na DGV, 

está reportada na base DECIPHER (#291762), face ao descrito e ao fenótipo do 

probando, crises de ansiedade com esteriotipias dos membros superiores e PHDA, a 

sua patogenicidade não pode ser excluída. Classificada com apenas de SCI.  

A outra CNV no cromossoma 17 foi observada num paciente (M189/11) também 

portador de uma deleção no cromossoma 3, envolve 169 kb e está localizada em 

17(q22). Esta duplicação envolve um gene que não está descrito na base OMIM e a sua 

origem é desconhecida. Classificada apenas de SCI. 
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Cromossomas 19 e 21 

As CNVs observadas nestes cromossomas, todas classificadas de SCI provavelmente 

benignas (M261/11, M215/11, M1013/11), estão apenas descritas na Tabela IV.  

 

Cromossoma 22 

No cromossoma 22 observaram-se duas CNVs na mesma região 22(q11.21), em 

pacientes distintos (M1010/10, M942/10) com o desequilíbrio recíproco e com os 

mesmos genes descritos na OMIM, um deles o PRODH está associado a patologia de 

transmissão autossómica recessiva e que se manifesta por níveis de prolina elevados 

(MIM#239500) assim como a susceptibilidade à esquizofrenia (#600850). Os níveis de 

prolina em ambos os pacientes apresentaram valores normais, não existindo 

evidências claras mesmo no caso da deleção quanto à sua patogenicidade. A 

duplicação, de origem desconhecida, surge num contexto de consanguinidade dos 

progenitores. Ambas as CNVs classificadas apenas de SCI. 

Cromossoma X 

No cromossoma X observaram-se três duplicações, uma no braço curto e duas no 

braço longo. A CNV localizada em X(p22.31) tem uma extensão de 1.6 Mb envolve seis 

genes (M184/11), quatro deles descritos na base OMIM, inclui o gene STS associado a 

Ictiose (MIM#308100) mas por mutação ou deleção. Existem vários pacientes 

reportados na DECIPHER e na literatura, mas para além de apresentar penetrância 

incompleta, esta CNV tem uma interpretação bastante controversa [Faletra et al., 

2012; Esplin et al., 2014]. O paciente descrito é do sexo masculino, herdou esta CNV da 

mãe com dificuldades de aprendizagem e que apresentou um desvio no estudo de 

inactivação do cromossoma X. Apesar das evidências controversas, esta CNV foi 

classificada com SCI mas provavelmente patogénica. 

Uma duplicação do braço longo localizada em X(q13.3), envolve 182 kb 

incluindo dois genes na base OMIM, um dos pontos de quebra está localizado no gene 

ZDHHC15, numa paciente do sexo feminino (M246/11) e com herança materna. Este 

gene tem possível associação a défice cognitivo (MIM#300577) por uma paciente 

reportada com uma translocação equilibrada mas com ponto de quebra neste gene, 

apresentando um desvio na inactivação do X, com reflexo na expressão do gene e 
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associado a DI severo [Mansouri et al., 2005]. Existe uma CNV semelhante na 

DECIPHER (#268040) num paciente do sexo masculino com autismo e défice cognitivo. 

A patogenicidade desta alteração estará condicionada pelo padrão de inactivação do 

cromossoma X. Apesar de não haver informação clínica quanto ao fenótipo da mãe, 

nem estudo do padrão de inactivação do X, esta CNV embora de SCI foi considerada 

como provavelmente patogénica. A outra duplicação localizada em X(q28) observou-se 

num paciente (M165/11) também portador de outra CNV e está descrita na Tabela III 

apesar de ter SCI. 

 

Dilemas que permanecem na interpretação das CNVs de SCI 

No caso de CNVs de SCI herdadas, tanto quando o progenitor não apresenta 

manifestações, como quando é descrito um quadro inespecífico de dificuldades de 

aprendizagem, não é possível nem prudente tirar conclusões seguras sobre a sua 

patogenicidade. O progenitor não tem geralmente uma avaliação formal, sendo difícil 

no caso de distúrbios do neurodesenvolvimento ligeiros tirar conclusões assertivas 

num contacto informal, essa avaliação deverá ser realizada a posteriori se a clínica 

assim o entender. Mesmo num progenitor com referência a manifestações 

concordantes, esta ocorrência pode ser uma coincidência, quando possível outros 

membros da família devem ser avaliados para constatar se a CNV segrega com o 

fenótipo. Também quando um progenitor portador não tem manifestações isso por si 

só não comprova a provável benignidade da CNV, pois é necessário considerar: a 

penetrância incompleta, a expressão variável com manifestações mais subtis, regiões 

sujeitas a imprinting condicionadas pela herança parental, uma mutação no outro alelo 

(não detectável pelo array) que leve à expressão de um distúrbio recessivo ou mesmo 

a presença de genes “modificadores” no probando que condicionem a expressão e que 

não estão presentes no progenitor. A possibilidade de um mosaicismo parental 

confinado a certos tecidos e que por isso não tem expressão clínica, deve ainda ser 

tida em consideração. Existem ainda situações mais raras já reportadas como a 

expansão da CNV, sendo no progenitor de um tamanho e no probando afectado de 

maior extensão [South et al., 2008]. 
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Uma atenção especial deve ser tida no caso das CNVs ligadas ao cromossoma X. 

Quando uma CNV envolvendo o cromossoma X num probando do sexo masculino é 

transmitida pela mãe, portadora sem manifestações, é preciso ter sempre presente a 

hemizigotia no caso masculino. Os estudos de inactivação do cromossoma X poderão 

ser informativos, não esquecendo que nem todas as CNVs do X escapam à inactivação 

nas portadoras. Poderá também ser informativo estudar outros familiares do sexo 

masculino na família materna. 

Também no caso de uma CNV ser de novo no probando isso apenas constitui 

evidência de patogenicidade se o conteúdo génico assim o comprovar, caso contrário 

poderá ser uma CNV benigna rara ainda não reportada com frequência nas bases de 

dados como a DGV. 

CNVs de SCI – sub-classificação 

Nos 34 pacientes observaram-se 39 CNVs de SCI, uma vez que cinco pacientes são 

portadores de duas CNVs de SCI e adicionalmente três CNVs em pacientes também 

portadores de uma CNV patogénica. Verificou-se um total de 42 CNVs de SCI. Destas 

apenas foi possível sub-classificar quatro delas como provavelmente patogénicas e três 

como provavelmente benignas, 35 permaneceram apenas de SCI. 
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3.4 Conclusão 

Dos 147 pacientes com distúrbios do neurodesenvolvimento e/ou MC analisados por 

oligo array-CGH, seis deles tinham um diagnóstico prévio pela citogenética 

convencional e/ou molecular. Nestes os rearranjos foram caracterizados a nível 

genómico, alguns re-classificados: de duplicação para triplicação (SM75/07), de 

duplicação para inserção (SM2/10); ou revelou-se um desequilíbrio adicional com 

impacto no fenótipo: uma síndrome de microdeleção (SM69/10) ou uma microdeleção 

associada a uma inversão (M444/11). Em 141 pacientes não existia um diagnóstico de 

causa etiológica. Nestes, 85 pacientes apenas apresentaram CNVs benignas ou 

polimórficas (60,3%), 22 revelaram uma CNV classificada como patogénica (15,6%) e à 

qual foi atribuída a causalidade do quadro clínico. Em 34 pacientes apenas se 

observaram CNVs de SCI (24,1%). 
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4.1 Conclusões gerais 

O grupo de estudo deste trabalho fez parte da fase de implementação da técnica de 

array-CGH em diagnóstico pós-natal no LCG-FMUC. Numa fase inicial foram utilizados 

como controlos positivos amostras de pacientes com desequilíbrios cromossómicos 

microscópicos em que era necessária uma caracterização do rearranjo envolvido, não 

só para uma melhor correlação genótipo-fenótipo, como para o cálculo do risco de 

recorrência com vista a um aconselhamento genético mais preciso. Simultaneamente 

realizou-se também a pesquisa de desequilíbrios submicroscópicos em pacientes com 

DI e/ou MC, já com um estudo citogenético e/ou outras pesquisas moleculares com 

resultados normais e portanto sem um diagnóstico etiológico. Progressivamente a 

técnica de array-CGH começou a ser o teste de primeira linha a aplicar aos pacientes 

com DI, PEA e/ou MC, passando a citogenética convencional e molecular para uma 

segunda fase em casos específicos onde pelo(s) desequilíbrio(s) envolvido(s) se poderia 

suspeitar de um rearranjo estrutural transmitido por um progenitor.  

 Neste grupo de estudo a técnica de array-CGH, utilizando uma plataforma de 

oligonucleótidos 180 k, revelou uma incidência de CNVs patogénicas em 15,6 % dos 

pacientes com DI, PEA e/ou MC sem outro diagnóstico etiológico. Em cerca de 24 % 

dos pacientes apenas se identificaram CNVs às quais não foi possível atribuir nem a 

causalidade do fenótipo nem classificá-las como benignas, permanecendo de SCI. 

Destas em 4 pacientes (2,8 %) foi possível classificá-las como provavelmente 

patogénicas, o que contribuiría para a identificação de um desequilíbrio genómico 

causal em 18,4 % dos pacientes. De entre as CNVs patogénicas e submicroscópicas 

identificadas, 50% correspondem a síndromes de microdeleção/microduplicação já 

estabelecidas, mas que apresentam um expressão fenotípica variável, no caso das 

duplicações porque apresentam um fenótipo mais ligeiro e menos identificável, 

nomeadamente na síndrome de duplicação 7q11.23, ou por serem síndromes que 

apresentam penetrância incompleta e expressão variável (regiões: 1q21.1, 15q11.2). 

Seria assim difícil haver uma orientação clínica prévia para pesquisa destas CNVs. No 

caso das CNVs de maior extensão entre 3-4.9 Mb, verificou-se revisitando a 

citogenética que não era possível diagnosticá-las por não se observar alteração no 

padrão de bandas e muitas delas representarem uma diminuição imperceptível de 
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uma banda clara ou escura (padrão GTG), apenas numa deleção (Tabela II, SM62/11) 

houve uma dúvida persistente na citogenética, na região 7(p13), que levou à pesquisa 

por array e que de outro modo não era possível diagnosticar inequivocamente. Todas 

as CNVs com identificação prévia pela citogenética seriam identificáveis se se 

começasse pelo array, no entanto em três casos: na inserção (SM2/10), no mosaico 

(SM75/07) e na inversão (M444/11), seria necessário complementar o estudo com 

citogenética convencional e/ou FISH para caracterização do rearranjo cromossómico 

envolvido. 

 

4.2 Array-CGH como teste de primeira linha – benefícios e limitações 

Uma vez que a técnica de array apresenta uma taxa de detecção de desequilíbrios 

genómicos global superior à citogenética convencional e molecular (FISH e MLPA) em 

conjunto, faz sentido e será mais rentável que quando não existe uma suspeita clínica 

específica, que direccione a pesquisa de uma síndrome ou mutação, se comece pela 

array-CGH pela sua resolução e por permitir um screening global de todo o genoma. 

De qualquer forma é preciso não esquecer que para além da interpretação da 

patogenicidade de uma CNV é muito importante equacionar os rearranjos possíveis 

que podem estar na origem de um desequilíbrio genómico. Para além de uma variação 

no número de cópias uma CNV pode envolver um rearranjo, que só a citogenética 

convencional e ou a FISH poderão esclarecer, permitir o diagnóstico de portadores 

equilibrados, determinar o risco de recorrência assim como identificar familiares de 

risco. Se é fácil concluir que na origem de uma duplicação e deleção terminais pode 

estar o derivativo de uma translocação ou um recombinante de uma inversão, 

consoante estão envolvidos cromossomas não homólogos ou o mesmo cromossoma, 

já é muito difícil suspeitar se na origem de uma deleção ou de uma duplicação 

intersticiais pode estar o derivativo de uma inserção, só mesmo a FISH ou a 

citogenética (dependendo do tamanho e localização da CNV) poderão dar a resposta. 

Também os mosaicos de baixa expressão assim como os cromossomas marcadores 

que incluem muitas vezes regiões pericentroméricas geralmente pouco cobertas pelas 

sondas incluídas no array, podem passar indetectáveis.  
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As plataformas de SNPs permitem ainda a detecção de LOH, que poderá resultar de 

uma deleção ou de dissomia uniparental que, em algumas regiões do genoma que 

sofrem o mecanismo de imprinting, está associada a síndromes como o de Prader-Willi 

e Angelman ou de Silver-Russel. Com um array de SNPs é ainda possível distinguir 

entre heterodissomia e isodissomia se os pais também forem analisados e ainda 

determinar a origem parental de uma deleção. No entanto, a aplicação de diferentes 

plataformas de array tem conduzido a resultados semelhantes, embora dependendo 

dos critérios de selecção dos pacientes, a prevalência de CNVs consideradas causais 

varia entre 5-20 % [Koolen et al., 2009; Veltman, 2006; Knight e Regan 2006]. Nas 

novas síndromes estabelecidas, após a utilização da array-CGH, a identificação de 

genótipos sobreponíveis é que conduziu ao estabelecer de um quadro clínico comum, 

inversamente ao que sucedeu nas primeiras síndromes [revisto em Vissers et al., 

2009]. Para além da detecção de novas CNVs recorrentes e não recorrentes, a 

genómica tem permitido ainda a identificação de genes responsáveis por algumas 

síndromes, em que a causa genética era pouco clara, pela sobreposição dos seus 

genótipos e a tentativa de encontrar regiões críticas mínimas por vezes limitadas a 

porções intragénicas e permitindo definir genes candidatos que se vêm a revelar de 

causa monogénica, de que é exemplo a Síndrome de CHARGE (MIM#214800). É assim 

muitas vezes imprevisível dizer se uma síndrome resulta de um distúrbio monogénico, 

de um conjunto de genes contíguos ou de uma combinação de factores genómicos. 

Com base no algoritmo proposto (2.3.6), é muito importante que nos pacientes em 

que não foi encontrada uma causa etiológica e que apresentaram CNVs de SCI, seja 

realizada uma nova avaliação (periódica) destas alterações quanto ao seu conteúdo 

génico e pacientes semelhantes reportados, com recurso às bases de dados UCSC 

Genome Browser, OMIM, ISCA, DGV, DECIPHER e pesquisa na PubMed. É ainda 

essencial que o laboratório tenha acesso não só a histórias clínicas detalhadas, para 

uma interpretação mais correta e melhor correlação do genótipo com o fenótipo, 

assim como a uma discussão conjunta com os geneticistas clínicos. Esta estratégia de 

colaboração poderia clarificar e facilitar a interpretação de muitas CNVs que 

permanecem de SCI e resultar num melhor acompanhamento dos pacientes e 

familiares de risco. 
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4.3 Perspectivas com as novas técnicas de sequenciação massiva 

Surgem entretanto novas tecnologias que permitem a detecção de mutações no 

genoma ao nível do par de nucleótidos, estas novas tecnologias de sequenciação do 

genoma são denominadas globalmente por Next Generation Sequencing (NGS). A 

sequenciação massiva engloba métodos denominados de shotgun sequencing, não 

baseados no método de Sanger, em que o genoma é fragmentado em pequenos 

pedaços de DNA que são sequenciados em paralelo. Os fragmentos sequenciados são 

depois comparados com um genoma de referência sendo possível detectar tanto 

mutações pontuais de apenas um nucleótido como alterações estruturais [revisto em 

Vissers et al., 2009]. Estas tecnologias permitem não só detectar alterações 

desequilibradas como rearranjos estruturais equilibrados nomeadamente 

translocações e inversões. Existem três níveis principais de análise, que correspondem 

também a graus de complexidade progressivamente mais elevada, que podem ser 

realizadas através da NGS: (1) painéis com grupos de genes para uma determinada 

patologia, (2) a sequenciação do exoma e a (3) sequenciação do genoma. Todos estas 

estratégias têm vantagens sobre o método de sequenciação de Sanger, pela sua 

capacidade de sequenciação massiva e em todas elas se levantam desafios na 

interpretação clínica dos seus resultados. No caso dos painéis direccionados a uma 

patologia, permitem uma grande cobertura para um pequeno número de genes 

apresentando grande sensibilidade e especificidade. A sequenciação do exoma cobre 

as regiões codificantes do genoma (~1–2%), abrangendo aproximadamente 85% das 

mutações conhecidas associadas a patologia. Esta metodologia é aplicada para 

detectar variantes em genes conhecidos associados a patologia assim como para 

descobrir novos genes candidatos. A sensibilidade analítica deste método, pela sua 

cobertura pouco uniforme, é mais baixa existindo exões com pouca cobertura 

associados a patologia podendo levar a falsos negativos ou positivos. O método de 

Sanger é muitas vezes utilizado para cobrir estes gaps em regiões de fraca cobertura, 

sendo praticável no caso dos painéis direccionados, mas no caso da sequenciação do 

exoma torna-se muito dispendioso e impraticável. Na sequenciação de todo o genoma, 

codificante e não codificante, a sua análise levanta grandes desafios e constitui o 

método mais dispendioso [Rehm et al., 2013]. 
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As técnicas de NGS irão eventualmente substituir a array-CGH no diagnóstico dos 

distúrbios do neurodesenvolvimento e MC. Sequenciar todo o genoma é exequível, em 

poucos anos será financeiramente comportável e talvez mais aplicável em larga escala, 

mas será necessária a participação de bioinformáticos para o tornar possível. A 

interpretação do grande número de novas variantes que serão identificadas será um 

desafio enorme para cientistas e clínicos. Deverão existir estratégias concertadas entre 

o laboratório e a clínica dentro da área de genética, de modo a que seja feita a melhor 

gestão possível dos recursos existentes com o melhor benefício para os pacientes. A 

introdução das novas tecnologias de sequenciação massiva no diagnóstico deverá ser 

realizada por centros de referência, com larga experiência na área da citogenética e 

genómica cumprindo as normas internacionais. 
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