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como , em uma amostra 

a 

em 

A amostra um 

e menores e 

com 

a um exame 

menos 5 

apresentava um retardo crescimento pré e muitos 

malformações maiores de a presença um ou 

critérios não foi requerido como um achado obrigatório. Finalmente, 

estudo 102 pacientes. 

as 

na 

incluídos neste 

O estudo a que se propôs este projeto foi complementar as investigações 

citogenéticas normalmente realizadas em pacientes com quadro clínico indicativo de 
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as a 

à 

venosa sangue periférico com 

cromossomos n"lt:•t""1""' 

com as 

5 

com a possibilidade um 

familiares com uma cromossômica serão informados 

alteração. O aconselhamento genético, baseado no diagnóstico 

procurará auxiliar os indivíduos afetados ou indivíduos em risco a entenderem a natureza 

genética, sua e as no 

nn<:>nr•o:~ e no planejamento 



). 

et 

1992; 

A 

et 

et , 1 

1 a 

cromossomos extras e 

a o 

várias alterações citogenéticas (Griffin et 

em 

ex., 

microdeleções e translocações ou com disrupção 

genes (Dauwerse et ai., 1990; Altherr et , 1991; Kuwano et ai., 1991; 

1993; Chevillard et ai., 1993; Ewart et ai., 1993; Fukushima et ai., 1993; 

, 1994; Girardeau ai., 1997) , e o 4) estabelecimento de testes e 

8 

com 

et 

citogenéticos, como por ex., em testes de pré-natal e materiais de aborto (Cremer et ai., 

1986; Cremer et ai., 1988; Deville et ai., 1988; Ohashi ai., 1993; Ward ai., 1993; 

Knight et ai., 1997; Eiben et ai., 1998; Eiben et ai., 1999). 
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a 

cromossomos 

e 

' 1990). 

cromossomos em 

3 a 

entre os 

seqüências 

em comprimento em acordo com a e em 

pacientes com 1996; ' 1 et , 1996). 

humanos, as teloméricas em com o 

aumento da idade, com uma taxa de perda de - 60 bp por ano, nos tecidos com 

taxas de proliferação. não ocorrer uma perda de sequências durante 

toda a vida do indivíduo. Entretanto, esta perda de sequências tem sido relacionada a um 

aumento de rearranjos cromossômicos terminais de acordo com o aumento da idade. A 
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do 

no 

' 1 

tem 

et 

o 

e 

(Hing et 

única para cada 

00-300 da OvTICOI"Y'' 

996). Portanto, esta 

extremidade dos cromossomos. 

com 

ao 

uma entre o 

estas 

específicos, e 

cromossomo (National 

é a 

com 

ser 

o 

no 

Quantidades variáveis de sequências de DNA repetitivo subtelomérico 

provavelmente influenciam a expressão de genes localizados dentro destas regiões. 
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e 

natureza 

nos 

et aL, 1 et a!., 1 

observações 

os 

recente 

menos do 

desenvolvimento 

em 

uma 

(Wong 

, 1 

1 

causa 

esta 

com e atraso 

Como citamos anteriormente, uma considerável quantidade variável de '"'..,''H""'' 

A 

de DNA telômero-adjacentes, as quais estão presentes em algumas regiões 

subteloméricas (ljdo et ai., 1992) , têm influência na expressão de genes localizados 



over, os 

outras 

nas 

as 

1 

1 

taxa 

trocas 

et 1 

cromossomos 

à um 

A taxa 

em 

em 

em 

é 

como tem sido 

em 

cromossomos X e Y. Recombínações únicas 

na 

estas 

e eventos 

nos 

é 

um aumento nas 

o sexos em 

nas taxas 

acontecem em 

dos homens XX (1/20000 homens nascidos), devido a translocação do gene Xp 

(Rouyer et , 1987; Weil et ai., 1994). O mesmo é observado em mulheres XY, onde o 

gene SRY está deletado. Mais recentemente , eventos similares de troca única afetando a 
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eventos a uma 

em com et 

pareamento 

cromossomos a se 

& 

1 

em e mostram os se o 

os uma 

cromossomos homólogos ocorram, os a 

translocações) ( Lese & 1 

Um outro fator a ser nas 

teloméricas dentro da população humana (Brown et ai., 1990; Wilkie et ai., 1991). Wilkie 

(1991) foram os primeiros a descrever diferentes alelos para o cromossomo 16p 

com um polimorfismo de comprimento de mais de 260 Kb. Não apenas os três alelos 

diferiam em comprimento, como um deles tinha uma diferença da sequência 



com estes 

com o cromossomo e 

1 et ai., 1 ). 

cromossomo 

o cromossomo 8. 

os cromossomos 2 e 8, ou 

os cromossomos. 

as i:>C''-4'"''"'1 

homólogos e eventos 

dosagem 

correlação genótipo-fenótipo, a 

o cromossomo 

estas 

tem 

um 

cromossomo 

e 

e 
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e 

menores 

1 raramente 

é vezes o 

com uma 

mental é um 

recentes no 

mecanismos moleculares doença, em menos 

permanece o dificulta a riscos 

1984; Schinzel 1994). Nos casos em que a causa do RM é identificada, cerca 

são devidos a o e o delineamento 

genes contígüos, sugerem que os cromossômicos submicroscópicos, em 

conjunto com outros distúrbios genéticos, contribuem substancialmente na patogênese do 

retardo mental (Schinzel 1988; Robinson et 1993; Schinzel et ai., 1997a, 1997b, 

1997c) . 



uma 

nas 

et (1 um 

ou em 

das 

na 

adicionais 

ser muito mais do se 

observação de autossomos em anel em 

(Pezzolo et ai., 1993). Os pontos de quebra 

terminais que na vezes 

a 

casos 

(1 

atualmente, 

..... ,., . .-.+~'" com retardo mental 

delações subteloméricas 

detectadas 

um 

uma 

1 

6 

convencionais, mas um cromossomo em anel escaparia à detecção. O mecanismo de 

formação de cromossomos em anel envolve quebras nas extremidades cromossômicas e 

posterior rearranjo, de maneira que as extremidades livres se unam. Portanto, é plausível 



as 

, 1 

casos. causas 

escore entre 

1 

1984; Broman et 

1989). 

e 

um 

com a 

escore menor 

ou 

o 

e 

et 

& Dennis 1 

algumas evidências 

comuns como o 

cerca 

em '"""'""" .. '"' 

em 

cerca e a causa 

et et ' 1 

1 

casos 

' 1 et , 1 

' 1 

rearranjos cromossômicos 

envolvendo as bandas terminais dos cromossomos (regiões subteloméricas) uma 

causa importante e não reconhecida do RM. Flint et ai. (1995) relataram o primeiro 

estudo em uma de pacientes com retardo mental, apresentavam cariótipo 

normal. Os pacientes foram investigados para deleções subteloméricas através da análise 
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e 

e 

1 

et (1 em uma com 

e 

um 

et ai (1 a 

em e 

a severo e 0,5% 

recentemente a 

se em 

casos em 

2 em uma 11 

resultados com este tipo a 

as 

outras partes do genoma, e que apresentam uma incidência significativa nos casos 

retardo mental de origem desconhecida. que várias 

teloméricos não são detectados pelos métodos citogenéticos 

aprimoramento de testes moleculares com sondas de DNA específicas para 

se faz necessário. 

o 

regiões 



em 1 

um 

1 em 

longos aumentaram 

este um 

(síndrome de 

na com estas 

microdeleções podiam ser detectadas, 

trabalhos no desenvolvimento 

cromossômicas 

Exemplos de síndromes candidatas para investigações de microdeleções 

e Lisencefalia 

tem 

em 

as 

seus 

a 

Angelman (15q11.2-q1 síndrome de Williams 1), 1 

e para microdupiicações, a doença de Carchot-Marie-Tooth tipo I (17p11.2) (Kuwano et 

, 1991, Driscoll 1 Breuning et 1993; Dobyns et ai., 1993; et 

1995). 
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com 
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' 1 

de DNA """'"''"'t't" 

recentemente 

' 1 

ou 

de DNA 

subteloméricas. 

'ou 

As sondas de sequências repetitivas 

nas 

ou 

uma 

et , 1 

a 

ou 

adjacentes aos 

cromossomos humanos e úteis no diagnóstico de aneup!oidias •m•nr"'''"'T"" 

ai., 1991; Callen et ai., 1992; Bischoff et , 1 Daniel et ai., 1994) e na 

e 

do número de cópias de um cromossomo específico ou identificação origem 

cromossomos marcadores. Entretanto, com exceção da identificação cromossomos 

dicêntricos, as sondas centroméricas não são úteis na identificação de anormalidades 
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genoma e aumentam a 

específicos et ai., 

determinação de 

1991; Kuwano ai., 1 

na 

é 

este 

e 

ao 

ou 

; Drlscoll 

o cromossomo 

as 

de 

e 

aL, 1992; Breuning et ai., 

Ligon et ai., 1997), translocações crípticas e inversões (Ledbetter, 1 

et , 1 

novo ou 

ai., 1993) e translocações e inversões em doenças hematológicas (Tkachuck 

Dauwerse et ai., 1993). Entretanto, o número sondas disponíveis para uma 

a 

et 

1 

de 

doenças ainda é muito limitado e cobre apenas uma pequena parte das regiões 

específicas do genoma humano. 
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em 

um 

cromossomos 

casos, a 

com sondas subteloméricas, permite a 

A técnica 

rastreamento para 

células interfásicas, 

et , 1999). 

também tem sido utilizada como um método 

e 

em casos 1 

uma 

os 

em 
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(4) Caracterizar do ponto 
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INTRODUCTION 

deletion the 
difficult to detect from banded 

rP'nmrTQ 0f 

with and normal re-
sults o f banded chromosome examinations. 

CLINICAL REPORT 

a 4 year-old o f 
the pregnancy of a 38 
andher37 

unlikely. 
nancies and sexes and birth weights o f the products 
the other pregnancies were as follows: first 42 weeks, 

2,700 second 41 3/7 weeks, male, 3,000 
3,500 g. The third 

nated in a spontaneous abortion. 
the was marked by tract infec
tions at weeks 3, 6, and 8. Fetal movements were noted 
from about 16 weeks onward and characterized as 
vivid. The mother worked as a housewife during ges-
tation. No chromosome examination (for ad-
vanced maternal was carried out. Spontaneous 
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vertex delivery occurred at 41 weeks. The '-'"".Aan·~' 
described as normal as was the amniotic 

Birthweight was 2,650 g and 
em (10th-25th centile). Muscular 
layed motor and mental 
the beginning. The first 
served at age 2 months, and 
was initiated after repeated 
grand mal seizures oceurred under 
petit mal epilepsy eontinued to oeeur at 
vals. Cardiac examination disclosed 
and patent duetus arteriosus 
gery for the latter was at 

At age 3 years 9 months, the 
ments were obtained: weight 15 
length 98 em (10th eentile), 

1 SD), total hand 
finger length 4.0 em total foot 

SD), ear length 4.8 em; inner 
(7.5cm) canthal distance were within 

At examination at age 4 years 1 month 
the following findings were observed. The 
brachycephalic, reminiscent of a "breech 
though delivery was not from a breech 
ther abnormal findings: 

scar from cardiovascular 
due to muscular nunnrfH>l 

small hands with 

of the brain disclosec~ 
with ventricles and subarach 
but no other abnormalities. 

and sacral vertebral eolumn and 
normaL Hand films revealed normal bones 

Fig. 1. Head ofthe proposita at age 4 years (a, b). Note prominent forehead, synophrys, epicanthic lolds, flat, broad and short nose, and downturned 
corncrs of the mouth. 



METHODS AND RESULTS 

Deletion Detected 

translation. The Oncor 
to standard ,....,.,,j-,.,,,, 

251 

FITC avidin and rhodamine antidigoxigenin were used 
to detect biotin and labeled 

te lo~ 
a from an~ 

from subtelomeric 
uu .• u,uHJle arms for the 

revealed two on the 
chromosomes at the "'"',_,.,,,..,,.; 

H,,r,.,..,.j,, .. .,hr.n with the "All Human 

Fig. 2. FISH with the midisatellite probe D1Z2 mapping to lp36.3 (Oncor) and probe Tellq mapping to lq44-qter (Oncor) of a metaphase of the 
proposita. Both homologues show tbe lqter signal (red) while the lp36.3 signal (green) is present on only one (the undeleted) homologue. 
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and 
tient. this was done 
deletion in distal and it is far from clear 
deletion would have been 
attention to this chromosome 

Molecular 

was nartr>Y'rYl 

at to 60°C for nr,rnL>Y" a~HJCCO<JH.'i", 

72oC for the extension. The 
with an volume of urea ,v,"u'"F> 

0.1% 0.1% 
and loaded onto a 0.4-mm thick 6% 

amide/50% urea Visualisation was done 

The results ofmicrosatellite marker are 
sented in Table I and in 3. The informative mark-
ers and showed absence of 
the a deletion in the 

TABLE l. Results of :Microsatellite Examínation for 
Chromosome lp36.1-lpter in the Proposita and Her Parents* 

Appr. distance 
Locus (eM) Alleles 
---~--~-~~--~------ -~------

D1S243 
D1S468 
D1S2145 
DlS214 
D1S548 
D1S508 
D1Sl615 
D1S160 
D1S450 
D1S2749 
DlS211 
FGR 

showing 
arbitrary. 

12.9 
13.7 
18.4 
18.4 
22.9 
23.0 
24.0 
56.8 
73.2 

d,ad,bc 

Location 

lp36.3 

lp36.3 

lp36.3-p36.1 

lp36.2-p36.1 

3. Results of microsatellite marker analysis for D1S468 in 
proposita and her parents showing absence of paternal allele. 

DISCUSSION 

routine 
et The deletions were 
and about half of them were, on 
even smaller than that in the 

o f this report. A recent molecular study on 19 
patients found a correlation between size of the dele-
tion and of the alteration and al-
lowed for to be et 
1998]. 

it is that we would have 
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em 

2 

* de Médica 

Raemistrasse , Suiça. 



4 anos 

arterioso, 

o cromossomo 1 , 

com 

1 

nosso com uma 

foi 

subteloméricas 

teloméricas de 1 p seja como teste 

facial, retardo severo e 

a anomalia de Ebstein. 

Palavras chaves: deleção rn,.m.-,.., 

deleção submicroscópica. 

e uma 

1p; sítu 



é 

com 

1 

cromossomos 

com com 

et 1 

cromossomos 

cromossomos. 

et , 1 

a um 

o 

e exame 

as 

outras 

um 



nascer 

feminino, 

4 anos 

cerca semanas e 

materna 

ao 

observados 

idade e um 

e 

continuaram a ocorrer à 

Ebsteín e persistência 

e 8 semanas. 

rac:ter·iz<:ldO>S como 

g 

como 

intervalos. exame 

50 

e 

sexo e 

com semanas, 

ocorreu a 

em (1 

meses 

mostrou 

arterioso. Foi cirurgia cardíaca aos 2 meses 

Aos 3 anos e 9 meses as seguintes medidas foram obtidas: peso de 15 (10th-

25th centil), altura de 98 em (10th centil), perímetro cefálico de em (-2.1 DP), 

comprimento total da mão de 10 em (-2.3 DP), comprimento do dedo médio de 4 em (-2.8 



4anos e1 

em 

com e 

A imagem 

3 em ( 

a, 

A 

os 

e 

com cantos 

com metatarsos curtos 

e 

magnética do mostrou 

alargamento dos ventrículos e espaços subaracnoidais, mas sem 

nasce 

com 

Radiografia da coluna vertebral lombar e e pélvis foram normais. com ossos 

normais mas atraso severo de idade óssea (9 meses) e falanges (12 meses) 

na idade cronológica de 24 meses. 
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conforme protocolo padrão (Oncor Inc., Gaithersburg, Md.). Avidina FITC e 

antidígoxigenina foram utilizados para detectar as sondas marcadas com e 

digoxigenina, respectivamente. A análise de realizada em um 

fluorescência Zeiss Axioplan. As imagens foram capturadas por uma câmera 

KAF1400 (Photometrics, Tucson, Ariz., U.S.A.), controlada com um software de imagem 

Smart Capture (Vysis, Inc., Downers Grove, 111.). 



A 

a 

nos 

do braço curto 

cromossomos 

os 

das 

a 

cromossomos 

na 
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cromossomos 1 6 

O investigador corretamente distinguiu entre os cromossomos dos casos e controles: 

cariótipos parciais do paciente e 616 do controle, e falhou na detecção da deleção 1/6 

cariótipos do paciente. Entretanto, esta identificação foi feita com o conhecimento prévio 

da existência da deleção distai 1 p, e muito provavelmente a deleção não teria sido 
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confirmada e mostrou o envolvimento do homólogo paterno. ponto foi 

determinado dentro de um intervalo de 5.5-cM entre os marcadores 82145 e 018508. 
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novo que foram detectadas em preparações cromossômicas de boa qualidade em um 

laboratório de citogenética de rotina [Shapira ai., 1997]. As deleções foram 

molecularmente definidas, e cerca da metade, eram ainda menores do que a descrita no 

presente trabalho. Um recente estudo molecular em 19 pacientes encontrou uma 
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mas mais específicos, incluem cardíomiopatia e lábio e palato fendidos. Estes últimos são 
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to 
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cases 

patients with 
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is terminal 

more 

in 

some 

in a more or 

a more 

1 p which initially were oe·tecteo in cases 

aberrations et ai. 1 

(1995) were a 

retardation of unknown cause with a set of subtelomeric probes. Using microsatellite 

markers mapping to 28 subtelomeric regions, the authors detected 3 aberrations; they 

concluded an incidence of 6 % of submicroscopic aberrations, deletions and duplications, 

familial and de novo if probes from 41 subtelomeric regions (ali human chromosome arms 



arms 

to severe versus 

were to a 

an 

syndromic mental 

hybridization (FISH) 

to test 

aberration, 

et ai. 1999) that it should 

with or 
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'"'""'T",.,'"" is normal. lt 

care to 

in 

to 

We here report the results of examinations with subtelomeric probes in 

probands with developmental delay and dysmorphic patterns performed with the purpose 

to ascertain the rate and nature of aberrations found at such an examination. 
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Metaphase 

cultures 
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were 

were 

chromosome preparations were A protocol using a complete 

was 

probes, most at known distance of 100-300 Kb from the end of each chromosome arm, 

was applied. This permitted the evaluation of 41 telomeric regions, excluding the short 

arms of the acrocentric chromosomes and, in male patients, the long arm of the Y. Purified 
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Molecular anaiysis 
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White blood cell DNA was extracted by standard procedures from whole blood 

samples of the probands and their parents. Analysis of parenta! origin of the 
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referral to this study. In two 

we 

del(7)(q34) ). In a 

was newly aet:ect:ea. 

from further investigations, and n.:::.rli"Q the final 

not be investigated with was 

material available terminal rearrangements were 

lf'!QnTITIQI"'l in 

at subsequent parenta! examination turned to be variants without phenotypic 

Three patients had de novo rearrangements including one deletion and two duplications 

(Table 1). 
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results were 

more than one 

1 were 

novo 

in 

in both 

in the 

microsatellite 

in a 

Case 3, duplication of 9p24.3: 4 year-old gírl born at term of a normal pregnancy, 

birthweight 3.2kg, length 45cm. Physical examination disclosed psychomotor retardation: 

sits with 12 months, starts walking at 17 months of age. Hypertelorism, upslanting 
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length poiymorphism 
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polymorphisms. 
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is a 6 2 """'"''"'" 
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showed microcephaly, downslanting palpebral fissures, cleft palate and cleft lip, 

moderate MR The girl also had a low and narrow forehead, prominent and dysmorphic 

ears and tetralogy of Fallot. The boy, in addition, had a right inguinal hernia and right 

cryptorchidism, a left dysplastic ear, right renal agenesis, hypoplastic finger and toenails 
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improvement of 
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in 

clinically well-known malformation 

syndromes due to autosomal deletions in whom banded chromosome examination failed 

to detect the expected deletion, e.g. in 4p- (Wolf-Hirschhorn) syndrome. Furthermore, 

terminal small deletions with a relatively non-specific phenotype were picked up through 
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microsatellite markers from 41 chromosome ends. They found 2 aberrations. Knight ai 

(1999) reported the results of investigations in 466 children with unexplained mental 

retardation using FISH with sub-telomeric probes. The authors found that subtle 

chromosomal abnormalities occur with a frequency of 7.4% in children with moderate to 
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submicroscopic rearrangements in patients with 

addition showed further 

patterns dysmorphic malformations 
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In a serie of initially 105 patients, probes were applied. The patients who 

in 

had a previous chromosome examination with a normal result were ali re-investigated. No 

unbalanced terminal rearrangement was found at these examinations, but two small 

interstitíal deletions which had escaped the previous examinations were detected, and 
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and 9pter). The 
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In 

one is 
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no 

in 

two 

in a high 

novo 

from 

a non-fluorescent segment, the confirmation by a second probe in both and in fibroblasts 

in one case, and the novo occurrence make it Hkely that the phenotype the patients 

is caused by the rearrangement and thus that we are not dealing with a fluoresceing 

variant. lt is surprising that no other such duplications were reported in the much larger 
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the study could be in the future. 
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in can 
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required for such an approach 
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Finally, 
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matter or 

with to cost versus 

deletion) cannot. right now is not 

developments could potentially the 

would have the great advantage covering the 

and it could become the method of choice. 
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É o caso 

na 

casos, em 

uma 

menores e atraso eram 
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pequeno, as quais 

cromossomo 1p, o 

em casos com 1 

Flint et ai. (1995) foram os primeiros a investigar uma série de pacientes com 

retardo mental de causa desconhecida com· um conjunto de sondas subteloméricas. A 
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com ex~ce~;sato 

cromossomos 

outros 

com atraso 

et 

na 
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causa importante de 

e 

de DNA foi desenvolvido 

e ou 

encontraram 

e 

as 

uma 

,um 

investigações em pacientes que apresentam um 

clínico sugestivo de uma alteração cromossômica, mas que têm um com 

bandeamento convencional normal. grupo de sondas pode ser utilizado tanto pelo 

método de análise de marcadores microsatelitados (Fiint et ai., 1995; Rosenberg et ai., 
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na 

& 

com 
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um 
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nenhum destes últimos 

critérios foi considerado como um achado obrigatório. Os familiares destes pacientes 

foram convidados para uma consulta durante a qual exames clínicos adicionais foram 
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Todas as 

em amostras controles serem utilizadas nas 

uma 

os 

pacientes. 

com 

seus 
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menos 

15 células metáfasicas foram examinadas em cada hibridização. As metáfases 

hibridizadas foram examinadas em um microscópio de fluorescência Axioplan. As 
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em 

l"'f'\lf'\r~u·~t"'' com 
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1. com 

1' cromossomo 1 et 

cromossomo 

semanas 

anos 

mostrou nas 

cromátides um cromossomos em 1), 

em todos os 

um 

com uma 

série de mais doze marcadores microsatelitados para a região não 

detectou uma constelação informativa para a origem parenta! da alteração. Neste caso, a 
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uma 

uma troca 
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sem 
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com 2 anos e 6 meses 

muscular mas 

pequenos dedos, nOT<OiTr\ de ventricular perimembranoso. A análise 

sexo 

anos 

em. 

ao 

FISH com a 

sonda subelomérica do cromossomo Xp, evidenciou um sinal apenas em um dos 

cromossomos X. A análise em células da mãe da paciente mostrou o mesmo achado. 
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os 

em 

ou 

no caso 1 

com 

alelo paterno. Nos casos 2 [dup(8)(pter)] e 3 [dup(9)(pter)] os marcadores foram 

informativos para a duplicação em ambos os casos. Os polimorfismos subteloméricos dos 
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A partir do fenótipo algumas alterações 
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para detecção de rearranjos 

subterminais subteloméricos, mostraram alterações cromossômicas subteloméricas que 

explicavam o fenótipo destes pacientes. Além destes, um número de famílias foram 
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não estamos observando uma variação de pela técnica empregada. É 
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pacientes muito maior investigada por Knight (1999). A outra duplicação envolvendo 
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