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A Sindrome Velocardiofacial (SVCF), uma das formas do espectro da Sindrome de delecdo
22q11.2, possui incidéncia de 1/4.000 a 1/6.000 nascimentos. Embora a microdelecdo em
22ql11.2 seja a principal causa da sindrome, cerca de 10 a 20% dos pacientes com
caracteristicas clinicas da SVCF ndo a apresentam. Em alguns individuos com
caracteristicas clinicas da SVCF e sem microdelecdo em 22q11.2, foram encontradas outras
aberragdes cromossOmicas e mutagdes no gene 7BX/. Existem evidéncias em modelos
animais que aventam a associacdo de alteracdes no gene FGF8 ao fenétipo da SVCF em
humanos. No entanto, at¢ o momento, o gene FGF§ ainda nio havia sido estudado em
pacientes com SVCF sem microdele¢do. Os objetivos deste trabalho foram: 1 — investigar
as causas genéticas em pacientes com suspeita clinica da SVCF por meio de caridtipo e
triagem de microdelecdes, utilizando a técnica de MLPA e FISH; 2 — verificar a presenga de
alteracOes nas seqiiéncias codificantes dos genes TBX! e FGF8 em pacientes sem delecio
22ql11.2. Foram incluidos 109 individuos com suspeita clinica de SVCF avaliados
clinicamente por médico geneticista e os métodos utilizados foram: caridtipo com bandas
G; MLPA, FISH; seqiienciamento direto das regides codificantes dos genes TBX1 e FGF8 e
SNP-array. Dos 101 casos em que o exame de cariotipo foi realizado, quatro apresentaram
aberracOes cromossdmicas nao relacionadas a SVCF, sendo que em duas foi possivel a
confirmacao dos resultados por SNP-array. Realizou-se MLPA de 106 casos, sendo que 29
foram positivos para a delecdo. Dos casos negativos, selecionou-se 31 individuos apds
reavaliacdo clinico-dismorfoldgica com a hipétese clinica mantida e foi realizado
seqiienciamento das regides codificantes dos genes TBX! e FGF8. No gene TBXI foram
encontradas variagdes normais na seqiiéncia e no gene FGFS8 ndo foram detectadas
alteracdes, com exce¢do dos exons 1 e 2, em que ndo foi possivel andlise por problemas
técnicos. O exame de caridtipo contribuiu na investigag@o inicial e permitiu concluir a
investigacdo por outras técnicas. O MLPA se mostrou eficiente para a investigacio
diagnéstica da delecao 22q11.2, identificando, também, outras alteracdes; FISH confirmou
82,1% dos resultados obtidos por MLPA. Nao foram identificadas alteracdes patogénicas

nas regioes codificantes dos genes 7BX/ e em 90% das regides codificantes do gene FGF8.
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ABSTRACT
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Velocardiofacial Syndrome (SVCF), one of the forms of the 22ql11.2 Microdeletion
Syndrome spectrum, has an incidence of 1/4.000 to 1/6.000 births. Although the 22q11.2
microdeletion is the main cause of the syndrome, approximately 10 to 20% of the patients
with clinical features of SVCF don’t present it. In a few individuals with SVCF clinical
features and without 22q11.2 microdeletion other chromosomal aberrations and changes in
TBX1 gene were found. There is evidence in animal models that suggests the associated
changes in FGF8 gene in humans. However, the FGFS8 gene had not been studied in
patients with SVCF without microdeletion yet. The purpose of this work was: 1 — To
investigate the genetic causes in patients with clinical suspicion of SVCF through the
karyotype and microdeletion screening using MLPA and FISH techniques; 2 — To check the
presence of changes in coding sequences of the TBXI/ gene and FGF8 gene in patients
without 22q11.2 deletion. 109 individuals with clinical suspicion of SVCF and clinically
evaluated by a clinical geneticist were included, and the following methods were used:
karyotype with GTG banding, MLPA, FISH, direct sequencing of coding regions of TBX/
and FGF8 gene and SNP-array. Four out of 102 cases in which the tests of karyotype were
performed presented chromosomal aberrations not related to SVCF, two of them
confirmed by SNP-array. The MLPA of 106 cases was performed, 29 of them positive to
deletion. 31 individuals were selected among negative cases, after clinical reevaluation
based on the same clinical hypothesis maintained, and direct sequencing of coding regions
of TBX] and FGF8 gene were performed. Normal variations in sequence were found in
TBXI gene and alterations were not detected in FGF8 gene except for 1 and 2 exons
because of technical problems. The karyotype test contributed in the first investigation and
permitted us to conclude the investigation by means of other techniques. The MLPA proved
to be effective for the diagnostic investigation of 22ql1.2 deletion, identifying other
alterations as well; FISH confirmed 82,1% results obtained by MLPA. Pathogenic
alterations in coding regions of TBX/ gene and in 90% of the coding regions of FGF8§ gene

were not identified.
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1. Introducao
1.1. Aspectos Gerais da Sindrome Velocardiofacial

A Sindrome Velocardiofacial (SVCF) € a sindrome de microdelecdo cromossdmica
mais comum na espécie humana, com incidéncia de 1/4.000 a 1/6.000 nascimentos [1, 2, 3].
As principais caracteristicas clinicas dessa condi¢do sdo distirbios cardiacos congénitos
(principalmente defeitos conotruncais), aparéncia facial tipica, anomalias palatais
(especialmente insuficiéncia velofaringea), hipocalcemia, deficiéncia imunoldgica,
dificuldade de aprendizado e atraso no desenvolvimento [4, 5, 6, 7]. Outras caracteristicas
de menor ocorréncia sdo disfagia grave, deficiéncia do hormonio de crescimento, doengas
auto-imunes, perda auditiva, anomalias esqueléticas, anomalias renais e urogenitais,
achados oftalmoldgicos, anomalias gastrintestinais € algumas neoplasias como
hepatoblastoma, carcinoma de células renais, tumor de Wilms e neuroblastoma [7, 8, 9, 10].

Além disso, distarbios psiquidtricos como esquizofrenia, depressdo, déficit de
atencdo, entre outros, tém sido relatados em pacientes com esta condicao clinica [11, 12].
Estudos qualitativos de neuro-imagem revelaram diversas alteracdes estruturais do sistema
nervoso central nesses individuos [11, 12, 13].

A cada ano surgem novas informacgdes sobre as manifestacOes fenotipicas que
acomete os individuos afetados [10] e aproximadamente 180 tipos de achados clinicos
diferentes tém sido associados com a SVCF, mas nio existe uma caracteristica clinica unica
ou um grupo de caracteristicas clinicas que estdo presentes em todos os individuos afetados
[14].

A conclusdo diagndstica em casos suspeitos de SVCF € importante, para que se
tenha progndstico e orientacdes quanto a condutas antecipatdrias mais especificas. Além
disso, o aconselhamento genético adequado s6 pode ser realizado apds ter-se estabelecido

um diagndstico preciso [11].

1.2. Etiologia
A microdelecdo em 22ql1.2 € a principal causa da Sindrome Velocardiofacial.

Relatos na literatura associam essa delecio a mais de 80 tipos diferentes de condig¢des

clinicas, incluindo a Sindrome Velocardiofacial (SVCF), Seqiiéncia de DiGeorge (SDG) e
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Sindrome das Anomalias Conotruncais-Face (CAFS, do inglés Conotruncal Anomaly Face
Syndrome), sendo a SVCF e a SDG distirbios autossomicos dominantes [15, 16, 17].
Como SVCF, SDG e CAFS compartilham um amplo espectro fenotipico e sdo causadas
pela delecdo 22ql1.2, essas condicdes representam variagdes na expressao do mesmo

defeito genético [13].

As delecOes nessa regido sdo flanqueadas por seqii€éncias com pequeno nimero de
copias repetidas (LCR- Low copy repeats), sendo que o pareamento desigual na meiose
entre essas seqiiéncias com alta homologia resulta em delecdes com pontos de quebra
recorrentes [1, 7, 11]. A Figura 1 indica as seqiiéncias repetidas curtas (LCR) em 22q11.2,
onde as caixas cheias (LCRs A até D) sdo as documentadas que estdo envolvidas em
numerosos rearranjos recorrentes, enquanto as caixas abertas (LCRs E até H) sdo raramente

descritas em rearranjos.
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Figura 1. Indicagao das seqiiéncias repetidas curtas (LCR) em 22q11.2.

Fonte: Adaptado de EMANUEL, 2008 [18].
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As LCRs contribuem para que microdelecdes de 3Mb ocorram em 22qll1.2.
Entretanto, delecdes de 1,5Mb ou delecdes atipicas na mesma regido também foram
relatadas [1, 11].

Alguns trabalhos relatam que a realizacio de aCGH com alta resolucio em
portadores de delecio em 22ql1, encontraram pequenas diferencas nos pontos de quebra
em individuos que apresentavam a mesma delecdo de 3 Mb, quando analisados por outras
técnicas. Estas pequenas diferengas nos pontos de quebra incluem varios genes, de fungdo
conhecida ou ndo, e sugeriu-se que a delecdo ou ndo destes pode contribuir para as
diferencas fenotipicas observadas [19,20].

Em cerca de 10 a 20% dos pacientes com caracteristicas clinicas da SVCF ndo se
detecta microdelecio em 22ql1.2 [6]. Alguns desses pacientes apresentam outras
aberragdes cromossdmicas ou microdele¢des em outras regides cromossomicas.

Em um estudo realizado por Brunet et al (2006) [1], entre 295 pacientes foram
encontradas outras anomalias cromossdmicas ndo envolvendo a regidao 22q11.2 em cinco.
Fernandez et al (2008) [5] encontrou que 3,7% dos casos estudados tinham outras
anomalias cromossOmicas, envolvendo dele¢des, duplicacdes, cromossomos derivados,
cromossomos marcadores, translocagdes reciprocas e ndo reciprocas e aneuploidia de
cromossomos sexuais, o que sugere correlacdes entre outros loci com os achados clinicos
semelhantes e com os casos positivos para microdelecdo 22q11.2. As principais regides
cromossOmicas nas quais foram encontradas alteracdes foram 4q34, 8pl2, 14q2-q23 e
10p15 [21].

Além de outras aberragdes cromossOmicas ou microdelecdes, mutacdes no gene

TBX]1 ja foram descritas em pacientes sem microdelecdo em 22q11.2 [22].

1.3. Influéncia dos genes TBX1 e FGF8 na génese da SVCF
Embora os estudos de correlacdo gendtipo-fendtipo ainda ndo tenham determinado

com precisdo os genes especificos responsaveis pelas caracteristicas clinicas da sindrome, o
gene TBXI foi descrito como principal candidato. Acredita-se que a haploinsuficiéncia
deste gene no periodo embriondrio acarreta na auséncia ou redugdo dos arcos faringeos e

defeitos cardiacos [10]. Em alguns individuos com caracteristicas clinicas da SVCF, nos

47



quais o diagnostico laboratorial ndo confirma a microdelecdo da regido 22ql1.2, foram
encontradas mutagdes no gene TBX1 , as quais foram associadas ao fenétipo [8].

O gene TBX1 (Figura 2), localizado na regido 22q11.2, ¢ membro de uma familia de
genes filogeneticamente conservada que possui um dominio de ligacdo ao DNA,

denominado 7-BOX [23].
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Figura 2. Localizacdo cromossdmica e esquema do gene TBX].

Fonte: http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Location/View?g=ENSG00000107831:r=10
:103530081-103535827 acessado em 08 de maio de 2011.

Chapman et al em 1996 [24] detectaram expressdo do gene TBXI no mesoderma
anterior embriondrio. Quando o embrido estd com 9,5 dias pds-concepg¢ao (dpc) a expressao

desse gene € limitada a regiao da cabeca, arcos faringeos (por¢des mesenquimal e epitelial)

e vesicula optica.
O desenvolvimento dos musculos branquiais € gravemente afetado em
camundongos mutantes 7BXI. Na auséncia desse gene, a ativacdo dos genes de

determinacdo miogénica MYF5 e MYOD ¢ alterada no mesoderma faringeo. Assim,
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sugeriu-se que a redugdo dos niveis de expressdo do gene TBXI poderia contribuir para a
hipotonia faringea presente em individuos com dele¢do 22q11.2 [25].

Em 2003, Yagi et al [26] realizaram uma triagem de mutacdes neste gene em
individuos que apresentavam o fendtipo da sindrome velocardiofacial e eram negativos
para a delecdo da regido 22q11.2. Os achados de Yagi et al [26] indicam que mutac¢des no
gene TBX1 sdo responsdveis por cinco caracteristicas fenotipicas principais da sindrome de
delecao 22q11.2: dismorfismos faciais, defeitos cardiacos, hipoplasia timica, insufici€ncia
velofaringea com fissura de palato e disfun¢@o na glandula paratireéide com hipocalcemia.

Zweier et al em 2007 [22] selecionaram individuos sem a delecdo 22q11.2, mas
com o fendtipo tipico dessa delecdo para triagem de mutacdes do gene TBXI. Foi
identificada uma mutacdo missense, de heranca paterna, que foi descrita em um individuo
que apresentava face tipica da SVCF/SDG. Essa mutagdo denominada H194Q, troca
582C— G (exon 5), resulta na substituicio de um residuo histidina por um residuo
glutamina no cédon 194 dentro do dominio 7-BOX. Essa alteracdo nio foi encontrada em
384 individuos controle. Nesse trabalho, a acdo desta e de outras mutagdes na atividade de
transcricdo do gene TBX] também foi analisada. Além disso, Zweier et al em 2007 [22]
concluiram que mutagdes no gene TBX/ do tipo ganho de funcdo podem resultar em um
espectro fenotipico semelhante aos causados pela haploinsuficiéncia génica devido a
mutacdes de perda de funcio ou delecdes.

O gene TBXI! € um gene dose-dependente € a dose pode ser afetada por
modificadores genéticos e ambientais [27, 28]. Estudos apontam que o padrao de expressao
do fator de crescimento de fibroblasto 8, o gene FGFS8, € alterado em mutantes 7TBX/—/— e
sua expressao € abolida no endoderma faringeo [29]. Hu et al em 2004 [30] relataram que o
gene FGF8 € ativado pelo gene TBX! durante sua expressao no trato cardiaco. Além disso,
existem evidéncias que mostram a associacdo de alteracOes no gene FGF§ ao fenétipo da
SVCF em humanos, baseado em modelos animais [31].

O gene FGFS$ pertence a familia dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFys),
a qual desempenha um papel importante no desenvolvimento geral do embrido e no
desenvolvimento de tipos celulares especificos [32, 33, 34], destacando a fun¢do de

sinalizadores intracelulares [35]. Um estudo recente demonstrou que os fatores 8, 4 e 2
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possuem tanto um efeito estimulatério como inibitério na diferenciagdo das células dos
membros em formacao, do processo frontonasal e do arco mandibular [36].

O gene FGF8 (Figura 3), mapeado no cromossomo 10q24 [37, 38] é expresso
principalmente no periodo fetal (durante a gastrulacdo), regionalizacdio do cérebro,
elongacdo axial, organogénese dos membros, face e na esqueletogénese [39, 40, 41], no
sistema reprodutor (ovdrio, mamas, testiculos e prdstata), no sistema urindrio e também
realiza a mediagdo do crescimento de células cancerosas através de sua acdo hormonal [42,

43].
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Figura 3. Localizacido cromossdmica e esquema do gene FGF8.
Fonte:http://www.ensembl.org/Homo sapiens/Location/View ?db=core:e=ENSG00000184
058:r=22:19744226-19771116 acessado em 08 de maio de 2011.

H4 relatos de que possivelmente hd interagdo genética entre o TBXI e o FGFS8 na
formacdo dos arcos adrticos evidenciando a participagdo dos mesmos na Tetralogia de
Fallot, enquanto outros alegam que o gene FGF$8 esta relacionado apenas a formacao

cardiaca [44].

50


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000184058;r=22:19744226-19771116
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=ENSG00000184058;r=22:19744226-19771116

A baixa expressdao do gene FGFS8 em modelo animal (rato) mostra uma variedade
fenotipica nos sistemas faringeos e cardiovasculares, sugerindo que podem ser possiveis
fenocopias da SVCF em humanos [31].

Frank et al em 2002 [31] sugerem que a baixa expressdo do gene FGFS8 contribui
como um modificador no fenétipo da SVCF ou pode ser responsavel pelas caracteristicas
clinicas da sindrome nos casos em que ha auséncia da microdelecao 22q11.2. A inativagdo
completa desse gene junto com a diminui¢do da funcdo de outros genes remanescentes em
camundongos fornece um padrdo fenotipico semelhante aos observados em humanos com
SVCEF. De acordo estes autores, o gene FGF8 pode estar relacionado diretamente com a
participacdo na via molecular afetada pela regido microdeletada do 22q11.2 ou pode estar
relacionado com o funcionamento de uma via paralela necessaria para o desenvolvimento
normal dos arcos faringeos e tecidos que possuem a crista neural como precursor.

A alta prevaléncia da SVCF e a heterogeneidade das manifestacdes clinicas que
acomete o individuo justificam a investigacdo laboratorial para realizacdo de condutas
clinicas antecipatorias dos afetados e aconselhamento genético da familia. O método
laboratorial mais utilizado para o diagndstico dessa condicio, até o0 momento, € a técnica de
Hibridagdo in situ com Fluorescéncia (FISH) com sonda especifica para a regido
cromossOomica 22ql11.2, que permite a deteccdo de microdelecdes em cerca de 80% dos
casos [11, 12, 21].

Apesar da delecdo 22q11.2 ser a etiologia mais prevalente nos casos de SVCF, cerca
de 10 a 20% dos pacientes, nos quais essa microdelecdo ndo € identificada, ficam sem
diagnéstico conclusivo, impossibilitando o aconselhamento genético especifico.

A técnica de MLPA foi desenvolvida para testar diferentes loci cromossOmicos em
um unico experimento. Em um estudo realizado por Fernandez et al em 2005 [21], a técnica
de MLPA mostrou-se uma ferramenta sensivel, eficiente e rapida para a triagem de delecoes
em pacientes com SVCF.

Uma vez que alteracdes dos genes TBXI e FGFS, em modelos animais, causam
defeitos semelhantes as manifestacOes clinicas dos pacientes com SVCEF, estes se tornaram
fortes genes candidatos a serem estudados nos casos negativos para microdelecdo em

22q11.2. Mutagdes no gene TBXI ja foram descritas como responsaveis pelo fenétipo em
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diferentes estudos [22]. No entanto, até o momento, o gene FGF§ ainda nao foi estudado
em pacientes com SVCF sem microdelecdo e mutagdes no gene 7BX1.

A investigacdo de aspectos ainda ndo esclarecidos na génese da SVCF, como os
papeis dos genes TBX1 e FGF8, poderd trazer a luz novas informacdes sobre esta condicao
clinica e contribuir no entendimento da etioldégica da SVCF. Além disso, contribui para o
trabalho de diferentes profissionais, dando suporte na avaliagdo clinica para que a partir

desta possa ser encaminhado para o diagnostico laboratorial.
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2. Objetivos

O objetivo geral deste estudo ¢ de contribuir para o esclarecimento genético
molecular para os quadros clinicos sugestivos de SVCF.
Quanto aos objetivos especificos, sao eles:
1) Investigar as causas genéticas em pacientes com suspeita clinica de
SVCF por meio de cariétipo e triagem de microdelecdes, utilizando as técnicas de
MLPA e FISH;
2) Verificar a presenca de alteracOes nas seqiiéncias codificantes dos

genes TBX1 e FGF8 em pacientes sem dele¢cdo 22q11.2;
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CASUISTICA e METODOS
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3. Casuistica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias Médicas/UNICAMP, sob o n°. 487/2009 em 23/06/2009, conforme anexo I. Apds
a anuéncia do participante ou de seu responsavel, foi solicitada a assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo II).

Foram incluidos neste estudo, 109 individuos com suspeita clinica da SVCF
atendidos em vdrios centros participantes do projeto Cranio-Face Brasil no periodo de
marco de 2009 a marco de 2011.

Tendo em vista a heterogeneidade clinica, o critério de inclusd@o para a composi¢ao
da amostra ndo utilizou nimero minimo de sinais clinicos. Foram incluidos pacientes com
suspeita clinica da Sindrome Velocardiofacial formada por médico geneticista, de acordo
com a rotina dismorfoldgica padrdo [45]. Utilizou-se ficha padronizada (checklist) de coleta
de dados clinicos e exames complementares conforme o anexo III.

Para a realizacdo da técnica de seqiienciamento automadtico das regides codificantes
dos genes TBX1 e FGFS$, utilizou-se como critério de inclusdo individuos com resultados
normais de caridtipo, resultados negativos para a delecdo em 22ql11.2 pelas técnicas de
MLPA e FISH e reavaliacdo clinico-dismorfologica com hipétese clinica de SVCF

persistente, assim selecionando 31 individuos.

4. Métodos

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de caridtipo com bandamento G, MLPA,
FISH, seqiienciamento e SNParray. Os exames de caridtipo e FISH foram realizados no
Laboratério de Citogenética Humana e a técnica de MLPA, no Laboratério de Genética
Molecular — ambos pertencentes ao Departamento de Genética Médica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP.

As técnicas de seqiienciamento automdtico € SNParray foram realizadas no
Laboratério Nacional de Biociéncias — pertencente ao Laboratério Nacional de Luz

Sincrotron — Campinas - SP.
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4.1. Anadlise Citogenética por bandamento G
Para a andlise cromossomica dos individuos, a fim de identificar outras alteracdes

cromossOmicas relacionadas ou ndo com a SVCF, foi utilizado o exame de caridtipo
realizado por meio de cultura de linf6citos obtida pela técnica descrita por Moorhead et al
em 1960 [46], com modificacoes.

Coleta da amostra — Foram coletados de 2 a SmL de sangue através de puncdo

venosa com seringa previamente heparinizada (0,2 — 0,4 mL de heparina sédica), ou em
tubos de coleta a vacuo contendo heparina sédica (tubos com tampa verde), apds assepsia

local com alcool 70%.

Preparo da Cultura — Foram adicionados de 0,5mL a ImL de sangue total
heparinizado a frascos de cultura contendo SmL de meio de cultura RPMI contendo 15% de
soro fetal bovino e 0,2mL de fitohemaglutinina. Os frascos de cultura foram incubados a
37°C por 72 horas. Duas horas antes do fim desse periodo, foram acrescentados 0,02mL de
brometo de etidio Img/mL e 40 minutos antes do término da cultura foi adicionado 0,04mL
de colquicina 4x10E-5M a cultura. Apds o final do periodo de incubacao foi realizada a
hipotonia direta utilizando-se 06mL de soluc@o hipotdnica de KCI 0,075M a 37°C por 30
minutos. Apos a hipotonia foi realizada a fixag@o utilizando-se como fixador metanol +

acido acético (3:1).

Preparacdo das laminas — para a confec¢@o das laminas, as mesmas foram colocadas
em etanol a 70% por alguns minutos, apds colocadas em dgua deionizada, escorridas e em
seguida foram pingadas, com pipetas Pasteur de duas a trés gotas do material, apos fixagao,
sobre as laminas. As laminas foram colocadas em uma estufa na temperatura de
aproximadamente 55°C durante alguns minutos e foram observadas em microscopio de

contraste de fase.

Bandamento G — foi realizado de acordo com a técnica descrita por Sanchez et al
em 1973, com pequenas modificacOes. As laminas foram deixadas em estufa a 60°C por
aproximadamente 24 horas e em seguida incubadas em tampao fosfato 0,06M pH 6,8 em
banho-maria a 37°C por um periodo de 15 minutos. Apds a incubacdo, as laminas foram
coradas com eosina azul de metileno segundo Wright diluido em tampao fosfato na
propor¢ao de 1:3 por cinco minutos.

Anéalise CromossOmica — Foram analisadas 20 metafases de cada individuo em
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microscépio Gptico comum da Olympus® e as imagens foram capturadas utilizando o
software FISHView da Applied Spectral Imaging®. A resolugdo obtida foi de 400 a 550
bandas.

Armazenamento do material — Apds as andlises, todos os pellets foram armazenados

em tubos “eppendorf” contendo solugdo fixadora, a temperatura de -20°C, para a realizacio
da FISH.

O protocolo detalhado encontra-se no anexo IV.

4.2. Obtencdo das amostras e extragdo de DNA
Para obtencdo das amostras de DNA genomico foi utilizado o método do fenol-

cloroférmio [47].
Foram coletados de 10 a 20 mL de sangue periférico em tubos cOnicos, contendo
como anti-coagulante 1,0mL de EDTA 10 % pH 8,0.

O protocolo detalhado encontra-se no anexo V.

4.3. MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)
Foi utilizado o Kit P250-Al DiGeorge (MRC-Holland MLPA®) que contém 32

fragmentos (sondas) para o cromossomo 22, das quais 14 estdo localizadas na regido mais
comumente deletada de 3Mb, outras em regides de delecOes atipicas ou utilizadas como
controle e 16 para outros /oci em diferentes cromossomos que funcionam como controle, ou
cujas delecdes também foram relatadas em pacientes com caracteristicas clinicas da SVCF,

conforme a tabela 1.
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localiza¢Ges das sondas no DNA gendmico.

SALSA MLPA P250-A1 DiGeorge probemix

Length SALSA MLPA probe Chromosomal position
(nt) other probes 22q11
64-70-76-82 | Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
130 PPIL2 probe 7529-L04870 22q11 D-E
136 Reference (EHMT1) probe 5059-L07380 9g34.3
142 SLC25A18 probe 5457-L07613 22q11 CES
148 n DGCRS8 probe 8475-L08486 22g11 A-B
154 Reference (EHMT1) probe 5058-L07382 9g34.3
160 =¥ HIRA probe 1214-L02328 22qil1 A-B
166 SNRPD3 probe 8481-1L08492 22qi11 G-H
172 = TBX1 probe 5408-L07614 22q11 A-B
178 MICAL3 probe 5458-L04861 22q11 CES
184 Reference (KLKB1) probe 1217-L00694 4935
190 = CLTCL1 probe 5462-L05809 22q11 A-B
196 = CLDNS probe 1218-L06270 22qil A-B
202 =« ZNF74 probe 5927-L07395 22q11 B-C
208 n GP1BB probe 5464-L10114 22q1l1 A-B
214 GNAZ probe 8478-L08489 22q11 E-F
220 SMARCB1 probe 5928-L07969 22q11 F-G
226 USP18 probe 7528-L04863 22q11 CES
232 Reference (SHANK3) probe 6787-L07383 22q13
238 = TXNRD2 probe 1223-L05814 22q1l1 A-B
247 RAB36 probe 8486-L09342 22q11 E-F
254 Reference (RPH3AL) probe 1735-L07385 17pi3.3
259 RTDR1 probe 8484-L09139 22q11 E-F
268 Reference (GATA3) probe 1225-L09140 10pi5 DGR2
274 Reference (GATA4) probe 1226-L03844 8p23.1
283 KLHL22 probe 1227-L05815 22q11 B-C
292 TOP3B probe 5930-L04871 22ql11 D-E
301 x TBX1 probe 7054-L06663 22q11 A-B
310 HIC2 probe 5931-L04869 22q11 D-E
319 x PCQAP probe 1231-L05816 22q11 B-C
330 t FRG1 probe 6766-L08754 4g35
337 IL17RA probe 1082-L00660 22g11 CES
343 RAB36 probe 5932-L04872 22qi1 E-F
349 Reference (DKFZp566) probe 1232-L07388 10p15 DGR2
355 BID probe 1767-L07389 22q11 CES
364 Reference (AI651963) probe 1234-L00781 10p15 DGR2
373 x SNAP29 probe 1235-L00773 22q11 C-D
382 Reference (CUGBP2) probe 1522-L00952 10p15 DGR2
391t Reference (CRK) probe 0444-L00007 17p13.3
400 SMARCB1 probe 5933-L05812 22ql11 F-G
409 Reference (GEMIN4) probe 1238-L07390 17pi13.3
418 x LZTR1 probe 1521-L00951 22qi1 C-D
427 Reference (MSRA) probe 1240-L00787 8p23.1
434 Reference (RPH3AL) probe 4081-L03465 17p13.3
445 Reference (ARSA) probe 1093-L00661 22q13
454 RTDR1 probe 8479-L08490 22q11 E-F
463 x CDCA45L probe 5463-L05808 22q11 A-B
472 Reference (PPP1R3B) probe 1243-L07392 8p23.1
481 Reference (NEBL) probe 8480-L08491 10p12 DGR2

Tabela 1. Fragmentos que compde o Kit de MLPA P250-Al DiGeorge e respectivas
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A técnica de MLPA se baseia na quantificagdo das sondas que se hibridam na

sequéncia alvo e sdo posteriormente amplificadas por primer universal (Figura 4). Os

produtos de amplificacdo sdao submetidos a eletroforese capilar e a andlise consiste na

comparacdo do padrdo de picos entre as amostras referéncia e as amostras a serem

investigadas. A partir da andlise € possivel identificar delecdes ou duplicagdes das

sequéncias alvo.

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR prirmer sequence

—
h‘ s Stuffor sequence

Hybridization sequence [lef) Hybridization sequence {right)
2. Ligation

PR

3. PCR with universal primers X and Y

exponeantial amplification of ligated probes only

4. Fragment analysis
i

| I
|

| |
£l 11
(RN I ¥

Figura 4. Esquematizacao das etapas da técnica de MLPA.
Fonte:http://mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=z]CZBtdOUyAt3KF3EwRZN

WLtctfvOp VItHIIM\faO FWO8KMactOGloaYwxaGF9Y acessado em 15/05/2011
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A técnica de MLPA foi realizada segundo o protocolo original descrito por Schouten
et al em 2002 [48] com pequenas modificacdes. Além do DNA gendmico dos pacientes,
foram utilizados quatro DNAs controles (um com e trés sem delecdo em 22q11.2) conforme
recomendacao do fabricante.

Para a desnaturacdo do DNA e hibridizacdao das sondas, cada amostra de DNA
utilizada para o experimento foi diluida em TE 1X, na proporcdo de aproximadamente
30ng/uL e mantida em termociclador em temperatura de 98°C por 5 minutos.
Posteriormente, a 25°C, foram acrescentados 1,5 pL. de SALSA Probe-mix ¢ 1,5 puL de
MLPA buffer. Apés ressuspensdo, foi mantida a 95°C por 1 minuto e incubada a 60°C de 12
a 16 horas.

Para a reacdo de ligagdo a temperatura do termociclador foi reduzida a 54°C,
quando 32 plL de Mix Ligase-65 foram acrescentados a cada amostra, com posterior
ressuspensdo. Em seguida, cada amostra permaneceu incubada a uma temperatura de 54°C
por 15 minutos e a 98°C por 5 minutos.

A reacdo de PCR foi realizada em novo tubo (para cada amostra) contendo 4 pL
SALSA PCR buffer, 26 pL de H,O, 10 pL da reagdo de ligagdo de MLPA e mantido em

termociclador a 60°C, conforme descrito na figura 5.

35 ciclos

95°C

72°C
60 s

72°C
20 min

60°C

—1
]
]

30s

Figura 5. Ciclos utilizados na amplificacdo dos fragmentos.

Em seguida, 10 pL. de Mix Polymerase foram acrescentados a cada tubo, podendo

assim inicializar a reagdo de PCR.
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Na separacdo e visualizagdo dos produtos da amplificagdo foram utilizados dois
sistemas de eletroforese em capilar, devido a substituicdo do equipamento no departamento
onde se realizaram os experimentos.

Em primeiro momento, foram misturados 1,0uL. da reagdo de PCR; 0,25 uL de ET-
550R (sizer) e 7 uL. de Tween-20 0,1% para cada amostra em microplaca. A separagdo dos
produtos amplificados foi no sistema de eletroforese capilar automatico MegaBACE
1000™ (Amersham-Pharmacia®).

As andlises dos resultados foram realizadas com o software MegaBACE™
Fragment Profiler. Em seguida a andlise dos dados foi realizada com o programa Excel
(Microsoft®), em macros especificos fornecidos online pelo fabricante do kit de MLPA
(MRC-Holland®).

Apbés a substituicdo do equipamento MegaBACE 1000™ (Amersham-
Pharmacia®), pelo sistema de eletroforese capilar Applied Biosystems 3500 Genetic
Analyzer® extendido para 24 capilares, foram misturados 0,7 uL. da rea¢do de PCR; 0,3 uLb
size standard LIZ 500 e 9uL. de Formamida Hi—Di, em seguida, desnaturados a 80°C por 2
minutos.

As andlises dos resultados foram realizadas com o software GeneMapper® da
Applied, Biosystems™. Em seguida as andlises dos dados foram realizadas com o programa
Excel (Microsoft®), em macros especificos fornecidos online pelo fabricante do kit de
MLPA (MRC-Holland®).

O protocolo detalhado encontra-se no anexo VI.

4.4. FISH (Hibridacdo in situ com Fluorescéncia)
Esta técnica permite o pareamento de segmentos de DNAs marcados por

fluorescéncia (sondas) com seqii€éncias de nucleotideos complementares dentro da célula,
permitindo verificar se a célula possui a seqiiéncia, a quantidade de cépias que possui e a
localizacdo em que se encontra a mesma [49].

A FISH foi utilizada para confirmar os resultados obtidos pela técnica de MLPA.
Para a realizacdo da técnica foram utilizadas suspensdes celulares obtidas a partir de cultura

de linfécitos. O método utilizado foi o descrito por Pinkel et al em 1986 [50], com
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modificagdes.

Na investigacdo da amostra utilizou-se sondas do tipo locus-especifica para regido
22q11.2 — DiGeorge/VCFS, na banda 22q11.2 (que compreende o gene TUPLEI com
espectro red) e uma sonda controle telomérica na banda 22q13 (que compreende os genes

ARSA e SHANK3 com espectro green) da Kreatech Diagnostics®.

DGCR2

o

I

CLH2Z2

22q11.2

25553
TUPLE 220 KB
22
DIISLE6E

RHB4ET

130 KB
SHANK3

RH3IGEEL

Figura 6. Regides que compoe a sonda TUPLE], utilizada na técnica de FISH.
Fonte : http://www.kreatech.com/Default.aspx ?tabid=307 acessado em 08/05/2011.

Na preparacdo das laminas foram utilizadas suspensdes de linfécitos de sangue
periférico, estocadas em solucdo de metanol e acido acético (3:1) a -20°C. Antes do
procedimento, as 1aminas permaneceram a 37°C em média 24 horas. Em seguida, foram
incubadas a 37°C de 20 minutos 4 1 hora em solu¢do de 2XSSC (pH 7,0). Na seqiiéncia, as
laminas passaram por uma série de banhos em etanol (70%, 85% e 100%), por um minuto
em cada concentragdo e foram secadas naturalmente em temperatura ambiente.

ApoOs essa etapa, a sonda foi aplicada em uma drea previamente selecionada e
marcada com caneta diamante. Em seguida, a drea de hibridacdo foi coberta com uma

laminula e selada com cola especial. Na seqiiéncia, as laminas foram aquecidas a 75 °C por
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sete minutos para a desnaturacdo dos cromossomos € do DNA da sonda. A hibridacdo
ocorreu em caixa umedecida a 37°C por aproximadamente 16 horas. Apds a hibridagao,
removeu-se a laminula e iniciou-se um processo de lavagem répida da ldmina mantendo-as
sem agitacdo por dois minutos na solu¢do 2X SSC/0,1% Tween 20, por um minuto em
solucdo 0,4XSSC/0,3% Tween 20 a 73 °C e por 30 segundos 2X SSC/0,1% Tween 20 em
temperatura ambiente. Deixou-se secar em temperatura ambiente e em seguida, foi aplicado
o contracorante DAPI.

As solucdes utilizadas e o protocolo padronizado da técnica de FISH estdo no
anexo VIL

Foram analisadas 20 metédfases por amostra, em microscépio de fluorescéncia
BXS51-BF-II/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescéncia adequados e as imagens foram
capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral Imaging®.

4.5. Seqiienciamento dos genes TBXI1 e FGF§8
Os oligonucleotideos utilizados foram os desenhados por Simioni em 2008 [51] e

Freitas em 2009 [52], e seguiram as recomendagdes de Mc Pherson e Moller em 2000 [53]
de possuir tamanho de 18 — 30 nucleotideos; possuir seqiiéncias que ndo formem estruturas
secundérias e que os pares de primers possuam temperaturas de anelamento semelhantes.

A partir do DNA gendmico, foi realizada a técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para amplificacdo dos fragmentos de interesse. A visualizacdo dos
fragmentos amplificados foi realizada através da eletroforese em gel de agarose 1%. Para a
amplificacdo dos fragmentos de interesse desses genes, foram utilizados protocolos ja
anteriormente padronizados no laboratério por Simioni [51] e Freitas [52], com pequenas

modificagdes.

4.5.1. Amplificacao dos fragmentos do gene TBX1

Os protocolos para as reacdes de PCR dos exons 1,5,6 € 9B incluiram tampdo com
KCl (10X), MgCl, (25uM), dNTP (2uM), primer (Spmoles), DMSOs, Tag DNA
Polimerase (5U), DNA (200ng/ul) e dgua até completar o volume final de 15uL. No caso
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dos exons 2, 3,4, 7, 8 e 9C foi utilizado um tampao especifico da Qiagen. Os componentes

e volumes para a amplificacdo de cada exon encontram-se no anexo VIIIL.

Nos éxons 2, 4, e 8 foram necessdrias realizacdes de novos gradientes para

encontrar a temperatura adequada para a amplificacdo de cada exon, porém ndo se obteve

sucesso, fazendo necessario a utilizacdo do ciclo TD - towch down de 64°C a 58°C.

Na tabela 2 estdo representadas as seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados e as

respectivas temperaturas de anelamento.

Tabela 2. Seqiiéncias dos oligonucleotideos e suas temperaturas de anelamento.

Exon Seqiiéncia do primer (5'-3") Tamanho (pb) TM (°C)
. forward: CTCCCAGTCAGGCCTCCTAT 03 5
reverse: CCCACACTCCTCTTCACCTG
forward: CCATGACGCCATAATCCTCT
2 477 TD 64 - 58
reverse: CTTCCTCTCTGCCCCAGAA
forward: CAGCTCTCGCATTTCTGC
3 626 TD 64 - 58
reverse: CGGAGGATAGGTGTTAGGA
forward: GCCAAGCTCCCAGTTGAGTA
4 494 TD 64 - 58
reverse: CTGAGAGGGCATGGAGTAGG
5 forward: GCAGCAGAGGGTTCAATCTC 458 s6
reverse: TAGCCTCGCAGGGACTCTAA
p forward: CTCAGACCTCAGCCCATTTC 201 56
reverse: TTTTCCAGAGGCGTTGAATC
forward: CTTGGTGCGCTTCTCCTAAC
7 354 TD 64 - 58
reverse: CCCGGCCCTACCTTTCTC
forward: ACTGTGACCCTGAGGACTGG
8 248 TD 64 - 58
reverse: GGGGTAGAGCGCGCACAG
forward: GATGGTGTGTGAGGCTGATG
9B 499 59
reverse: AGCAGCATAACAGCCATTCT
forward: GACTGGTCGGGGAACACC
9C 693 TD 64 - 58

reverse: AACGTATTCCTTGCTTGCCC
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Os exons 1, 5, 6 e 9B foram amplificados de acordo com o ciclo representado a seguir na

figura 7.

Figura 7. Ciclos utilizados na amplificacdo dos fragmentos 1, 5, 6 e 9B.

35 ciclos
94°C 84°C
5min 30seg
Tm
30seq

12°C

T2

30seg

7min

Os éxons 2, 3, 4, 7, 8 e 9C foram amplificados de acordo com o ciclo representado

na figura 8.
5 X 2K
98°C '
e 72°¢| 72°0
: 72°C
Smieatg 130" 10min
130"
64°C
1min

Figura 8. Ciclos utilizados na amplificacdo do exons 2, 3,4, 7, 8 e 9C.

1%.

Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
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4.5.2. Amplificacao dos fragmentos do gene FGF8

Os protocolos para as reacdoes de PCR dos exons 3, 4, 5, e 6 incluiram tampdo com
KCl (10X), MgCl, (25uM), dNTP (2uM), primer (5Spmoles), DMSO4, Tag DNA
Polimerase (5U), DNA (200ng/ul) e agua até completar o volume final de 15uL. No caso
dos éxons 1 e 2 (contidos no mesmo par de primers) ndo foi possivel encontrar as
temperaturas ideais de anelamento e os componentes para a amplificagdo desses exons. Os
componentes e volumes para a amplificacdo de cada exon encontram-se no anexo IX.

Na tabela 3 estio representadas as seqiiéncias dos oligonucleotideos utilizados e as

respectivas temperaturas de anelamento.

Tabela 3. Seqiiéncias dos oligonucleotideos e suas temperaturas de anelamento.

Exon Seqiiéncia do primer (5'-3") Tamanho (pb) Tm (°C)

3 forward: CTCTCAACATTTGCTCCGTA 03 6l
reverse: CCCACCCACGCAAGTCGG

4 forward: CTGGCGGCTTGGGGCAGT 356 5
reverse: CGGCCAGTGCAGTTGGGAC

5 forward: TTTGGAGCAGTTGCTGCTGG 300 57
reverse: TACCTTGTTGGGATCAGAGCC

p forward: GGGTGCCCACCTGCTGTCT a7 5
reverse: TCTCTGCGGTCTGGCATTGT

Os exons 3, 4, 5 e 6 foram amplificados de acordo com o ciclo representado a seguir na

figura 9.

35 ciclos

Smin 30seg

30seg| 7min

30seg

Figura 9. Ciclos utilizados na amplificacao dos fragmentos 3,4, 5 ¢ 6.
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Os fragmentos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a

1%.

4.6. Seqiienciamento automdtico
A leitura das sequéncias dos genes TBX! e FGF8 foram realizadas no sistema de

eletroforese capilar Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer® de 16 capilares no
Laboratério Nacional de Biociéncias — pertencente ao Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron — Campinas - SP.

Para a andlise das sequéncias, os fragmentos obtidos pela técnica de reagcdo em
cadeia da polimerase (PCR) foram diretamente seqiienciados. Foi necessdria uma
purificacdo anterior com a enzima Exo-Sap (GE™) no intuito de se removerem restos de
oligonucleotideos, DNTPs, e outros reagentes que pudessem atrapalhar a qualidade da
reacdo de acordo com as recomendacoes do fabricante (anexo X).

Utilizou-se o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit da Applied
Biosystems para seqiienciamento. O protocolo para a reacdo de seqiienciamento inclui Big
Dye, sequencing buffer 5 X - big dye termination, PCR, Primer ¢ H,O. O protocolo
utilizado encontra-se no anexo XI.

A condic¢do para a reacdo de seqiienciamento estd representada na Figura 10.

35 ciclos

94°C 96°C

1 min 10seg 60°C 4°C

4 min Final

Tm

Sseg

Figura 10. Ciclos utilizados na reacdo de seqiienciamento no ABI.
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Posteriormente as reacdes foram purificadas utilizando-se isopropanol e etanol,
também para remover as impurezas que poderiam atrapalhar a qualidade do
seqiienciamento. As seqiiéncias obtidas foram analisadas com o auxilio do programa
Chromas Lite™ para a visualiza¢io da seqiiéncia linear do eletroferograma e com o auxilio
do programa Gene Runner® para comparar as seqiiéncias obtidas com as seqiiéncias de
referéncia dos genes que foram retiradas do banco de dados Ensembl Genome Browser

disponibilizado através do endereco http://www.ensembl.org/index.html.

As alteracdes encontradas serdo pesquisadas em bancos de dados genéticos para
verificacdo de descri¢des anteriores como, por exemplo, o Ensembl Genome Browser

(http://www.ensembl.org/index.html), o Single Nucleotide Polymorphism database

(dbSNP) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP) e o Human Gene Mutation database
(HGMD) (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).

4.7. SNParray

Dois pacientes apresentaram alteragdes cromossomicas nao relacionadas a SVCEF,
necessitando investigagdo complementar por SNParray, que foi realizado em outro projeto
de pesquisa complementar (aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa/FCM/Unicamp n°.
714/2008). Para a realizacdo desta técnica foi utilizado o GeneChip Genome-Wide Human
SNParray 6.0 (Affymetrix®) e o kit de reagentes compativel Genome-Wide Human SNP
Nsp/Sty Assay Kit 5.0/6.0(Affymetrix®).

Essa técnica permitiu observar ganho de material genético, identificacdo do material
adicional e caracterizagdo das aberra¢des cromossdmicas visualizadas no cariétipo, além de

alguns pontos de quebra envolvidos.
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5. Resultados

3.1. Dados clinicos

Embora nio seja o foco deste estudo, no anexo XII, estdo descritos os sinais clinicos

mais comuns encontradas em nossa amostra. Estes foram obtidos a partir do formulério de

coleta de dados clinicos padronizados (checklist, anexo III).

5.2. Anadlise Citogenética por bandamento G

Foram investigados 109 pacientes com suspeita clinica de SVCF. Desses, 37 ja

tinham resultado de caridtipo normal realizado no servico de genética clinica de origem.

Realizou-se a cultura de linfécito de sangue periférico de 64 pacientes para exame de

cariétipo com banda G; em 08 pacientes nao foi possivel realizar o cariétipo devido a falta

de material. Os resultados obtidos da analise esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Resultados de cariétipo.

Resultados Individuos | Percentual
46, XY 43 39,5%
46,XX 48 44,0%
47, XX, +mar 02 1,8%
46,XY,inv(9) 03 2,8%
46,XX,9gh+ 01 0,9%
46,XY,16gh+ 01 0,9%
46,XY,del(22)(ql1ql1) 01 0,9%
46,XYder(9)ins(9;15)(q33;q21.1-q22.31) 01 0,9%
46,XY,der(11)ins(11;15)(p13;q24q26) 01 0,9%
Individuos que nao foi realizado a técnica 08 7,4%

Na Figura 11 encontram-se exemplos dos exames de caridtipos sem aberracdes

cromossOmicas detectadas.
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Figura 11. Em A um cari6tipo normal feminino e em B um cariétipo normal masculino.

5.3. Andlise de MLPA

A triagem para a microdelecdo 22q11.2 por MLPA foi realizada em 106 pacientes,

incluindo os 02 casos com alteracdes cromossdmicas ndo relacionados a SVCF. A tabela 5

descreve os resultados obtidos por esta técnica.

Tabela 5. Resultados de MLPA.

Resultados Individuos | Percentual
Individuos com microdelecdes tipicas (3Mb) na regido 22q11.2 29 26,6%
Individuo com microdelecdo (3Mb) e duplicacdao em 22q11.2 01 0,9%
Individuo com microdele¢ao com pontos de quebra varidvel 01 0,9%
Individuos com duplicacdo 8p23 01 0,9%
Individuos sem microdele¢do na regido 22q11.2 74 67,9%

Os padrdes de andlises, obtidos para o para o Kit P250-A1 — MRC-Holland®

encontram-se nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12. Padrdo de resultados das andlises de individuos normais (sem microdelecio da

regido 22q11.2) para o Kit P250-A1 — MRC-Holland®.
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Figura 13. Padrao de resultado das andlises de individuos com delecdo tipica de

aproximadamente 3Mb (sondas CLTCLI a LZTR]) para o Kit P250-A1 — MRC-Holland®.
Foram identificadas trés alteragdes diferentes da delecdo tipica de 3Mb envolvendo

a regido 22ql11.2. Em um caso foi observado duplicagdo de sondas controle na regido

8p23.1 que sera descrito posteriormente, € nos outros dois casos foram observados uma
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delecdo com pontos de quebra varidvel (Figura 14) e um caso de delecdo e duplicacdo

(Figura 15), ambos envolvendo a regido 22q11.2, conforme ilustrado abaixo.

FFPFP1R3E

FFP1R3E

Figura 15. Delecdo de tipica 3Mb (A) e duplicacdo (B) naregido 22q11.2.
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5.4. Andlise de FISH

Foi realizada a técnica de FISH utilizando a sonda TUPLE] Kreatech Diagnostics®

em 87 individuos para a confirmacdo dos resultados obtidos pela técnica de MLPA. Em 22

pacientes nao foi possivel a realizacdo da técnica devido a auséncia de material. A sonda

TUPLEI marca em vermelho a regido de interesse 22ql11.2 e em verde a regido controle

22qter. Abaixo a Figura 16 exemplifica um individuo sem a delecdo e outro individuo com

a delecdo da regiao 22ql1.2.

Figura 16. Individuo sem delecdo (A) e com delecdo (B) da regido 22q11.2.

Os resultados obtidos por meio de FISH estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6. Resultados de FISH.

Resultados Individuos | Percentual
Individuos com microdele¢des tipicas (3Mb) na regido 22q11.2 25 22,9%
Individuos sem microdele¢do na regido 22q11.2 62 56,9%
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5.5. Andlise de Seqiienciamento
Dos casos negativos para a delecdo 22ql1.2, utilizou-se como critério de inclusio

para o seqiienciamento das regides codificantes dos genes TBXI e FGFS, a reavaliacdo
clinico-dismorfolégica com hipétese de SCVF persistente, incluindo alguns individuos com

defeitos cardiacos relacionados a SVCEF, selecionando 31 individuos.

5.5.1. Gene TBX1

A amplificagdo dos fragmentos de interesse desse gene foi realizada por PCR e

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, como demonstrada na Figura 17.

Ex8 Ex9B Ex9C

f I

y | S—— j o J . - f
T T ! T [ T 7 U

Figura 17. Eletroforese dos fragmentos do gene TBXI. L: marcador de peso molecular

100pb.

A leitura do seqiienciamento dos éxons 1, 3, 6, 7 e 9B do gene TBXI ndo mostrou
alteracoes entre os individuos analisados. As alteracdes encontradas nos demais éxons estao

descritas a seguir.
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5.5.1.1. Alteracio 01 - rs737868
Troca C— G no exon 2 do gene TBX! (rs737868). Dois pacientes apresentaram a

alteracdo em homozigose e os outros dois pacientes apresentaram alteracdo em

heterozigose (Figura 18).

GCAGCCGAGGAGCH C
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Figura 18. A — seqiiéncia normal, B — alteracdo em homozigose e C — alteracdo em

heterozigose.

5.5.1.2. Alteracio 02 - rs41298814
Troca T — C no exon 4 do gene TBXI (rs41298814). Entre os analisados, seis

pacientes apresentaram a alteracdo em heterozigose (Figura 19).

l
|
|

T T £ C

T ¢ T T coCc CA AllAE T G

r-ﬂ%|,~.,'|| [\'Iﬂw"rl(r-
| f | \/\ H\ VA

I|,I U Ul \./ \v \u

Figura 19. A — seqiiéncia normal e B — alteragdo em heterozigose.

A /|'ﬁ'|~ A
|

81



5.5.1.3.

Alteracao 03 - rs2301558

Troca C— T, exon 5 do gene TBX1 (rs2301558). Dez pacientes apresentaram a

alteracdo em heterozigose (Figura 20).
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Figura 20. A — seqiiéncia normal e B — alteracdo em heterozigose.

5.5.14.

Alteracao 04 - 41298840

Troca A— G, exon 8 do gene 7BX1 (rs41298840). Dois pacientes apresentaram a

alteracdo em homozigose e outros quatro pacientes apresentaram alteracdes em

heterozigose (Figura 21).
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Figura 21. A — seqiiéncia normal, B — alteracdo em homozigose e C — alteracio em

heterozigose.
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5.5.1.5. Alteracao 05 - rs13054377

Troca A— G no exon 9C do gene TBX/ (rs13054377). Um paciente apresentou a

alteracdo em heterozigose (figura 22).
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Figura 22. A — seqiiéncia normal e B — alteracdo em heterozigose.
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5.5.1.6. Alteracao 06 - rs72646967

Troca A— C no exon 9C do gene TBX! (rs72646967). Um paciente apresentou a
alteracdo em homozigose (Figura 23).

c ccCc cCc G & & CC

-

Figura 23. A — seqiiéncia normal e B — alteragdo em homozigose.
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Todas as alteracOes encontradas no gene TBXI estdo descritos como SNPs ndo
patolégicos e estao descritos na base de dados Ensembl

http://www.ensembl.org/index.html.

5.5.2. Gene FGF8
A amplificacdo dos fragmentos de interesse desse gene foi realizada por PCR e

submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, como demonstrada na Figura 24. Foram
amplificados 90% das regides codificantes deste gene. Os éxons 1 e 2 apesar de inimeras
tentativas, ndo foi possivel encontrar as temperaturas ideais de anelamento, ndo
possibilitando a amplificacdo desses fragmentos e, conseqiientemente , estes ndo foram

analisados até o momento.

Figura 24. Eletroforese dos fragmentos do gene FGFS8. L: marcador de peso molecular

100pb.

A leitura do seqiienciamento das regides codificantes deste gene nao mostrou

alteracoes entre os individuos analisados e as sequéncias de referéncia.
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5.6. Alteracoes cromossomicas ndo relacionadas a SVCF

1° Caso — Trata-se de um caso de recorréncia familial de deficiéncia mental em que,
o propdsito apresentava alguns sinais de SVCF. O caridtipo de sangue periférico por
bandamento G revelou uma inser¢do no braco longo do cromossomo 9. Com a anélise
citogenética de outros membros desta familia, identificou-se a origem do segmento inserido
no Cromossomo 9 (Figura 25), definindo seu cariétipo como

46,XY,der(9)ins(9;15)(q32;q12qg21).

*
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Figura 25. Cariétipo 46,XY,der(9)ins(9;15)(q32;q12q21), identificando o cromossomo

derivado 9.

Nao foi detectada microdelecio em 22qll pelas técnicas de FISH e MLPA. Os
demais membros da familia estudados e respectivos caridtipos encontram-se representados

na figura 26.
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. 54 5E Hdgn T

E / @ Individuos portadores da insercdo balanceada [ins(9:15)(g33:q21.1-g22.31)]

. / . Individuos portadores do rearranjo desbalanceado [der{%hns(9;15)(q33:q921.1-q22.31})]

(D Individuo portador de rearranjo aparentemente balanceado, com quadro clinico sugestivo da Sindrome de Angelman.

|£| 6 Individuos avaliados com canétipo normal.

Figura 26. Heredograma relatando membros afetados e membros portadores da insercao

aparentemente balanceada.

A partir destes resultados, foi possivel complementar a investigacdo dos membros
portadores do rearranjo desequilibrado (individuos II5, III7 e 119 do heredograma), nos
quais foram obtidos o perfil de hibrida¢do de array abaixo (Figura 27), confirmando a
duplicacdo de 19.3Mb do cromossomo 15 desde q21.1 até q22.31 [44275184-63567267 —

hg18] que esta inserido no cromossomo 9.
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Figura 27. Perfil de hibridacdo do array dos individuos com o rearranjo desbalanceado

[der(9)ins(9;15)(q32;q12g21)].

Os membros portadores do rearranjo equilibrado (individuos I1, 117, 1110, III8 e
II110 do heredograma), obtiveram o perfil de hibridacdo do array abaixo (Figura 28), ndao
evidenciando perda ou ganho de material gendmico, inclusive o individuo com quadro

clinico sugestivo da Sindrome de Angelman.
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Figura 28. Perfil de hibridacdo do array dos individuos com o rearranjo balanceado

[ins(9;15)(q32;q12g21)].

O individuo III8 apresenta fendtipo sugestivo da Sindrome de Angelman, porém o
SNParray nao revelou nenhum desequilibrio gendmico (figura 15). Para confirmar o
resultado negativo para microdelegdo, foi realizada FISH com uma sonda [dcus-especifica
que marca a regiao 15q11 que compreende o gene UBE3A (envolvido na Sindrome de
Angelman) contendo locus de 900 Kb com espectro green e uma sonda controle, que
engloba o gene IRFIG na regido 15926 contendo locus de 530 kb e espectro red da

Kreatech Diagnostics®. (Figura 29).
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Figura 29. FISH mostrando as duas cOpias das regides 15ql1 (gene UBE3A) e 15926
(gene IRF1G).

Os resultados da andlise de array e a confirmacgao destes pela técnica de FISH
descartam a delecdo da regido 15ql1 que compreende o gene UBE3A (envolvido na
Sindrome de Angelman) e permite a localizacdo do fragmento. Esse individuo continua
sendo investigado, uma vez que os resultados das técnicas utilizadas ndo possibilitaram um

diagndstico preciso.
2° Caso — Trata-se de um individuo com resultado de caridtipo anterior normal que

teve resultado de FISH para 22q11 normal e, por meio da analise por MLPA, encontrou-se

uma duplicacdo na regido 8p23.1 de controle do Kit P250 — Al (Figura 30).
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Figura 30. Duplicacdo das sondas PPPIR3B, MSRA e GATA4 que representam a regido
8p23.1.

A partir deste resultado, este paciente foi investigado através da técnica de SNP-
array que permitiu confirmar e refinar o tamanho da alteracdo encontrada no cromossomo
8 de 3.8 Mb na regido p23.1 (8.129.435-11.934.586[hg18]) (Figura 31) e revelou uma
duplicacdo de 17.09 Mb na regido 15q25-26 (81.869.248-98.962.477[hgl18]) do

cromossomo 15 (Figura 32).
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Figura 31. Perfil de hibridacdo do array evidenciando uma duplicacio de 3.8 Mb na
regido p23.1.
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Figura 32. Perfil de hibridacdo do array evidenciando uma duplicacdo de 17.09 Mb na

regido 15925-26 do cromossomo 15.
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Ap0s este resultado, realizou-se novo exame de caridtipo (Figura 33) que revelou a
insercdo da regido duplicada do cromossomo 15 no cromossomo 11, definindo o cari6tipo

do propésito como 46,XY,der(11)ins(11;15)(p13;924q26).
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Figura 33. Cariétipo 46,XY ,der(11)ins(11;15)(p13;q24q26).

Foi realizado SNP-array dos genitores, porém ambos ndo apresentaram perda ou
ganho de material gendmico. Em seguida, foi realizado cariétipo por banda G dos mesmos
a fim de identificar algum rearranjo equilibrado. Os resultados se apresentaram normais
para ambos os genitores.

Para confirmagdo da quantidade e localizagdo do fragmento duplicado encontrado
por SNP-array, foi utilizada FISH com uma sonda locus-especifica que marca a regiao
15q11 com espectro green e uma sonda controle em 15q26 com espectro red da Kreatech

Diagnostics®. (Figura 34). A realizacdo da FISH confirma a duplicacdo envolvendo a
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regido 15926, mostrando trés copias desta regido que estdo marcadas em vermelho e

também permite a localizacdo do fragmento.

Figura 34. FISH confirmando quantidade e localiza¢do do fragmento duplicado.
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6. Discussao

H4 uma grande variabilidade fenotipica inter e intra-familial e mais de 100
diferentes sinais clinicos ja foram associados a SVCF, mas ndo existe uma caracteristica
clinica dnica ou um grupo de caracteristicas clinicas que estd presente em todos os
individuos afetados [11, 12]. Com isso, até este momento, ndo foi possivel determinar
precisamente as indicagdes para investigacdo laboratorial. Assim, a estratégia deste estudo
foi incluir todos os casos em que houve suspeita clinica definida por médico geneticista.

Em vista da grande heterogeneidade clinica, ndo € raro encontrar em pacientes com
SVCF outras aberragdes cromossomicas, ou mesmo microdelecdes em outras regides
genOmicas também podem ser encontradas em pacientes com diagndstico clinico de SVCF
sem delecao em 22q11. No presente trabalho, isto ocorreu em 9,177% dos casos. Diferentes
trabalhos encontraram outras aberracdoes cromossdmicas nao envolvendo o cromossomo 22
em 1,7% a 3,7% dos pacientes [1, 5, 54]. Microdelecdes em 10p14-15, 4q34 e 17p13.3 ja
foram encontradas em pacientes com fenétipo sugestivo de SVCF [55, 56, 57]. Contudo,
mesmo utilizando-se a técnica de MLPA, a visualizacdo do conjunto cromossomico €
necessdrio cariotipo.

De 109 individuos, 58 tiveram seu caridtipo realizado neste estudo e 37, ja o tinham
dos servigos de origem. Nao houve resultados para sete individuos por falta de material e
nove individuos apresentaram aberragdes cromossOmicas passiveis de diagndstico por
citogenética cldssica. Destas, quatro com heteromorfismos dos cromossomos 9 € 16 que
sdo variacdes consideradas normais [58], 2 individuos com cromossomo marcador em
100% das células analisadas, o que ndo permite inferéncia quanto ao fendtipo, pois ndo
sabemos o conteido gendmico envolvido e trés casos que levaram as conclusoes
citogenéticas, sendo que em duas delas, ndo envolve a regido 22ql1.2. Estes dados se
assemelham a literatura descrita por Jehee et al em 2011 [59] e reforcam o exame de
cariétipo como necessdrio para a investigacao preliminar, quando os ensaios de arrays nao
sdo realizados inicialmente.

Em um estudo realizado por Brunet et al em 2006 [1], entre 295 pacientes, foram
encontradas outras anomalias cromossdmicas nio envolvendo a regido 22ql1.2 em cinco

pacientes. Outro estudo realizado por Ferndndez em 2008 [5] encontrou que 3,7% dos
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pacientes tinham outras anomalias cromossOmicas, envolvendo delecdes, duplicagdes,
cromossomos derivados, cromossomos marcadores, translocagdes reciprocas € nao
reciprocas e aneuploidia de cromossomos sexuais, 0 que sugere correlacdes entre outros
loci com os achados clinicos semelhantes com 0s casos positivos para microdelecao
22ql1.2. As principais regides cromossOmicas nas quais foram encontradas alteragdes
foram 4q34, 8p12, 14q2-q23 e 10p15 [21]. Em um estudo realizado por Fernandez et al em
2005 [21], a técnica de MLPA mostrou-se uma ferramenta eficiente e rdpida para a triagem
de dele¢des em pacientes com SVCEF.

Na presente amostra, a técnica de MLPA foi realizada em 106 individuos, sendo
que, em 74, a delecdo na regido 22q11.2 ndo foi identificada, refor¢cando a extensa gama de
sinais clinicos inespecificos que podem nao estar associados a esta aberracao cromossdmica
do 22q [5]. Em trinta e um (31) casos houve a confirmacdo laboratorial da SVCF por
delecdo da regido 22ql1.2, sendo que em 24 casos, houve a confirmacdo desta técnica
também por FISH.

O MLPA se mostrou eficiente para a triagem de delecdo da regido 22q11.2 em nossa
amostra e ainda permitiu a deteccdo de uma duplicacdo 8p23 nao relacionado a SVCEF,
portanto, ressaltando a vantagem de se testar varias regides em um mesmo experimento.

A técnica de MLPA mostrou- se eficiente na deteccdo de microdelecdes e outros
rearranjos no estudo realizado por Jehee et al. 2011 [59], esta aumenta o percentual de
diagndstico de pacientes com anomalias congénitas multiplas e retardo mental previamente
investigados por exame de cari6tipo.

Semelhante aos resultados apresentados por Jehee em 2011 [59]; a técnica de MLPA
apresentou melhor efetividade para o diagnéstico de SVCF na presente amostra, visto que
possibilitou detectar 33,3% dos pacientes que ndo haviam sido diagnosticados através do
caridtipo convencional, trés vezes mais que o percentual de 8,8% diagnosticado por
bandamento G e maior que os 23% utilizando FISH. Assim, com a utilizacdo das técnicas
de cariétipo com banda G e MLPA, foi possivel diagnosticar 42,1% da amostra, permitindo
uma conduta direcionada aos pacientes e seus familiares.

A técnica de FISH foi utilizada para confirmar os resultados obtidos por MLPA.
Optou-se por realizd-la, pois esta técnica € bem estabelecida para o diagnéstico da SVCF e

a de MLPA havia sido recentemente padronizada no laboratdrio.
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Foi realizada a FISH em um total de 87 pacientes, dos quais 25 apresentaram
delecdo e 62, ndo a apresentaram; 22 nao foram investigados por esta técnica, devido a falta
de material bioldgico. A técnica de FISH apesar de ja ser bem estabelecida para a triagem
da microdelecdo 22q11.2, € realizada utilizando sonda ldcus-especifica, nao testando varias
regides em um Unico experimento, 0 que ndo permitiria a detec¢do da duplicacdo 8p23
detectada pela técnica de MLPA. A FISH também permitiu a localizacdo do fragmento
dentro do conjunto cromossdmico, isso foi de extrema importincia em nosso estudo para os
casos com aberracdes cromossOmicas nao relacionadas a SVCF, pois permitiu confirmar
nos dois casos a inser¢do do material duplicado em outro cromossomo.

Beaujard e colaboradores (2009) [60] relataram que investigacdes de delecdes
tipicas com as ferramentas mais utilizadas para a regidao 22q11.2, como a sonda TUPLE] de
FISH que nao engloba a regido do gene TBXI, pode resultar em diagnodsticos com
resultados falso negativo, uma vez que haja uma delecdes atipicas envolvendo o gene
TBXI. Isso evidencia a necessidade de investigacOes para alteracdes ou delecdes
envolvendo o gene TBX/ com ferramentas diagnodsticas diferenciadas, por exemplo, o
MLPA ou FISH com sonda que compreenda a regido do gene 7BX1.

Além de outras aberracdes cromossOmicas ou microdelecOes, mutagdes no gene
TBX]1 ja foram descritas em pacientes sem microdelecio em 22ql1.2 [22]. Desse modo,
considerou-se o sequenciamento das regides codificantes do gene 7BXI/, realizado para
pacientes que foram negativos para a microdelecao da regido 22q11.2 por MLPA e FISH.

Em 2001, Jerome e Papaioannou [61] relataram que camundongos heterozigotos
para uma mutacdo nula no gene 7BX/ apresentaram anomalias no sistema cardiaco. Assim,
ap6s reavaliacdo clinico-dismorfolégica, foram incluidos 31 pacientes com hipétese clinica
de SCVF persistente, incluindo alguns individuos com defeitos cardiacos relacionados a
SVCF. Os dados obtidos evidenciaram apenas alteracOes ndo patogénicas. Gong et al em
2001 [62], relata que apesar do gene TBXI ser um forte gene candidato, os estudos
realizados com uma amostra de mais de 100 individuos com suspeita clinica de SVCF, nao
foram identificadas mutagdes patogénicas do gene TBX1.

Modelos animais indicarem quadro clinico similar 8 SVCF em mutagdes do gene
FGF8 [31], o que o torna gene candidato. Porém, até o momento, alteracdes neste gene nao

foram verificadas em humanos com fenétipo de SVCF. Neste estudo 90% da regiao
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codificante ndo evidenciaram alteracdes. Até a forma final deste estudo, ndo foi possivel
analisar toda a regido codificante por problemas técnicos. De todo modo, considerando os
resultados obtidos neste estudo, ndo se pdde relacionar a presenca de mutacdes no gene
FGF8 e o fenétipo de SVCF em humanos, e também ndo hd descri¢cdes na literatura que
comprove mutagdes no gene FGF8 e a SVCF em humanos.

Quanto as outras aberragdes cromossdmicas ndo relacionadas a SVCF encontradas
neste trabalho, a investigacdo laboratorial complementar permitu melhor caracterizacio das
alteracOes citogenéticas encontradas.

No caso 1, detectou-se aberracdo cromossdmica familial. O cariétipo por banda G
do propésito revelou uma inser¢do no braco longo do cromossomo 9 na regidao q33. Foi
iniciado a investiga¢do da familia através do caritipo da mae, que revelou ser portadora de
uma inser¢do balanceada [ins(9;15)(q33;921.1-q22.31)]. A andlise citogenética de outros
membros da familia identificou seis individuos portadores do rearranjo aparentemente
balanceado, sendo que um apresenta fendtipo sugestivo de Sindrome de Angelman e outros
dois membros portadores do mesmo rearranjo desbalanceado semelhante ao do proposito,
definido como [der(9)ins(9;15)(q33;q21.1-q22.31)]. A partir dos resultados obtidos por
citogenética classica, continuou-se a investigacao por SNParray com o chip Genome-Wide
Human Array 6.0,Affymetrix® dos trés individuos desbalanceados e de duas portadora
balanceadas. A analise de array dos individuos com rearranjos desbalanceados revelou uma
duplicacdo de 19.3Mb do cromossomo 15, compreendendo de q21.1 a q22.31 [44275184-
63567267 — hgl8]. A andlise de array das duas portadoras do rearranjo balanceado
mostrou resultados normais, incluindo a portadora que apresenta fendtipo sugestivo de
Sindrome de Angelman, entretanto esta portadora continua sendo investigada. Apesar de
alguns relatos raros de duplicagdes do cromossomo 15 [63], esta familia descrita parece ser
a primeira com a duplicagdo desta regido especifica.

No caso 2, identificou-se uma aberragdo cromossomica de novo. Este individuo foi
encaminhado ao projeto com um exame de cariétipo previamente realizado e com resultado
normal. A andlise de MLPA foi normal para a regido 22ql1.2, porém foi observada
duplicacdo de trés sondas controles em 8p23.1. Foi realizado o SNParray com o chip
Genome-Wide Human Array 6.0,Affymetrix®, confirmando uma duplicacdo de 3.8 Mb na
regido 8p23.1(8.129.435-11.934.586[hg18]) e revelou uma duplicagdo de 17.09 Mb do
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cromossomo 15 entre q25-26 (81.869.248-98.962.477 [hg18]). Para confirmar a extensa
duplicacdo detectada, foi realizada a andlise de cari6tipo por banda G em nosso laboratdrio,
que revelou a inser¢cdo do fragmento do cromossomo 15 duplicado no brago curto do
cromossomo 11, definindo o resultado de caridtipo como 46,XY,der(11)ins(11;
15)(p13;925q26). As andlises por citogenética cldssica e arrays dos genitores apresentaram
resultados normais.

As duplicagdes 8p e 15q estdo bem caracterizadas na literatura [64, 65] e esse
paciente apresenta sinais clinicos relacionado as duas altera¢des - anomalia cardiaca,
conforme descrito por Barber et al em 2008 [64] em pacientes com duplicacdo 8p e
anomalia renal como descrito por Tatton-Brown K et al em 2009 [65] em individuos com
duplicagdo de 15q25-26.

Além disso, a ins(11,15) pode ter alterado a expressao normal do gene PAX6 por um
efeito posicional ou por exclusdo de um elemento regulador, o que explica o fenétipo de
aniridia, visto que esta condicdo ndo € descrita em outros individuos com duplicacdes 8p e
15q, portanto este paciente continua sendo investigado em outro projeto em andamento.

Os resultados obtidos neste estudo, especialmente os dois casos descritos acima,
destacam a importancia da citogenética classica apesar dos avancos moleculares e reforcam
as evidéncias de que as técnicas de citogenética cldssica e genética molecular sio
complementares. De fato, com os resultados normais de arrays obtidos, a citogenética
classica foi fundamental para identificacdo de rearranjos balanceados, permitindo o
aconselhametno genético adequado.

Os exames de arrays, utilizados em alguns paises como triagem de aberracdes
cromossOmicas, considerando que o treinamento de pessoal € mais simples que para a
realizacdo de exame de caridtipo, revela-se uma estratégia adequada e rdpida avaliagdo do
conjunto cromossdmico geral, incluindo a regidao 22ql11.2 [7]. Porém, o alto custo desta
técnica, aliado a escassez de laboratdrios e especialistas em nosso pais nao permite sua
utilizacdo rotineira.

Assim, considerando a infra-estrutura ja existente e a presenca de recursos humanos
treinados, o exame de caridtipo € uma excelente alternativa para investiga¢do inicial.

Entretanto, ndo existem normas regulamentadas para controle de qualidade em nosso pais.
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Modelos de custo-efetividade sd@o importantes para ajudar os profissionais de satde
nas estratégias de investiga¢do. Assim, a caracteristica econdmica do pais € fundamental
para a escolha do método diagndéstico a ser empregado [59].

Em estudo realizado por Vasconcelos et al em 2007 [66] destaca a alta freqiiéncia de
aberragdes cromossOmicas, o que relata a importdncia do exame de caridtipo com
bandamento G para o diagndstico e o aconselhamento genético aos pacientes e familiares.
Ressalta-se que o cariétipo com resultado normal, ndo afasta a possibilidade de rearranjos
submicroscépicos [66]. Isso refor¢a a necessidade de utilizacdo de outras técnicas
especificas em conjunto com o caridtipo por banda G, para identificacdo de resultados nao
evidenciados por citogenética cldssica.

Mediante ao vasto avango tecnoldgico, € importante saber fazer uso das técnicas
disponiveis e acessiveis. Com a conclusdo diagndstica laboratorial, é possivel contribuir na

qualidade de vida dos pacientes e suas familias, por meio de condutas clinicas direcionadas.
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7. Conclusoes

2.

3.

4,

A partir dos resultados obtidos conclui-se que:

A heterogeneidade de sinais clinicos da SVCF acarreta dificuldade em determinar
indicacdes precisas para investigacdo laboratorial e pode ser um dos motivos para os

resultados negativos encontrados em parte desta amostra.

As técnicas de cariétipo, FISH e MLPA sao complementares. O exame de caridtipo
de boa qualidade pode contribuir na identificacdo etioldgica de quadros de
fenocdpias e a investigacdo por meio de MLPA e FISH, isoladamente, podem ndo
ser suficiente para o esclarecimento do caso. Utilizagdo de MLPA e cariétipo, em

conjunto, foi util para o esclarecimento diagndstico de 42,1% da amostra.

AlteragOes patogénicas nos genes 7BX] ndo foram detectadas nesta amostra. Além
da heterogeneidade clinica, tamanho amostral, ndo se pode afastar a presenca de
delecdes intragénicas e alteracdes em regides promotoras ou em regides adjacentes,
as quais ndo seriam detectadas através do seqiienciamento apenas das regides

codificantes.

Apesar de existir quadro semelhante 8 SVCF em modelos animais com mutag¢des no
gene FGFS8, estas ndo foram detectadas na presente amostra. A auséncia de
alteracoes patogénicas pode ser relacionada a heterogeneidade clinica, técnicas
utilizadas e o tamanho amostral. Além disso, € possivel que relacdo deste gene e a

SVCEF seja pouco provavel em humanos.
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9. Anexos

Anexo I. Parecer do Comité de Etica

FACULDADE DEfCII"ENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/ctica/index.html

CEP, 03/07/09.
(Grupo TIT)

PARECER CEP: N° 487/2009 (Este n® deve ser citado nas correspondéncias referente a este projeto)
CAAE: 0391.0.146.000-09

1- IDENTIFICACAO:

PROJETO: “INVESTIGACAO LABORATORIAL DA SINDROME
VELOCARDIOFACIAL E POSSIVEIS FENOCOPIAS”.

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Ilaria Cristina Sgardioli.

INSTITUIGAQ: Hospital das Clinicas/fUNICAMP

APRESENTACAO AO CEP: 04/06/2009

APRESENTAR RELATORIO EM: 03/07/10 (O formuldrio encontra-se no sife acima)

IT- OBJETIVOS

Identificar anormalidades em cromossomos ou genes de individuos com suspeita de
Sindrome Velocardiofacial.

I1I - SUMARIO

Participard do estudo, pacientes atendidos no servigo de Genética Clinica do
Departamento de Genética Medica/FCM/UNICAMP. Serdo incluidos no estudo 15 pacientes
com hipotese diagnostica da SVCF sem que a microdelecdo tenha sido identificada pela téenica
de FISH ¢ 50 pacientes com hipoétese diagnostica de SVCF, para os quais ainda nio foi realizada
a técnica. O estudo ainda relata que talvez sejam usados pacientes de outro projeto multicéntrico.
Seré ainda armazenado o sangue para provaveis estudos futuros.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

Apds respostas as pendéncias, o projeto encontra-se adequadamente redigido e de acordo
com a Resolugdo CNS/MS 196/96 e suas complementares, bem como o Termo de
Consentimento Livre ¢ Esclarecido.

¥V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apos
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso ¢ atendendo
todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, resolve aprovar sem restrigdes o
Protocolo de Pesquisa, bem como ter aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido,
assim como todos os anexos incluidos na Pesquisa supracitada.

O conteddo e as conclusdes aqui apresentados sio de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP ¢ nio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem a
comprometem.

Comité de Ltica em Pesquisa - UNICAMP

HRua: Tessilia Vicira de Camargo. 126 FONE (019) 3521-8936
Caina Postal 6111 FAX (019) 3321-7187
13083887 Campinas—SP cep@fem.unicamp.br
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FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

% www.fem.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html|

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado
(Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item I1V.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou
(Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano néo previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas
adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar
notificagiio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria — ANVISA — junto com seu
posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma
clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de
projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve
envid-las também 4 mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao
protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.e)

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugao CNS-MS 196/96.

VI I- DATA DA REUNIAO

Homologado na VI Reunifio Ordindria do CEP/FCM, em 23 de junho de 2009.

o
Profa. Dra. Carmen Silvia Bertuzzo
VICE-PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

FCM/UNICAMP
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP
Rua: Tessilia Vicira de Camargo, 126 FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 FAX  (019) 3521-7187
13083-887 Campinas — SP cep@fem.unicamp.br
-2.
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Anexo I1. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

2,

L ]
>
UNICAMP Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

CRANID-FACEBRASL

Projeto: Investigacio laboratorial da Sindrome Velocardiofacial e possiveis fenocopias
Coordenadora: Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes

Responsavel local/ Hospital participante:

Qual o objetivo desse estudo?
Este estudo tem como objetivo identificar anormalidades em cromossomos ou genes de

individuos com suspeita de Sindrome Velocardiotacial.

Como esse estudo sera feito?

Todos os pacientes sdo primeiramente avaliados por um médico geneticista que realiza
avaliagdo clinica, registro fotografico e histéria familiar. Além da avaliagdo médica serdo realizados
exames complementares, que poderdio ser todos ou alguns dos seguintes, dependendo da
necessidade: nasofibroscopia.  ecocardiografia.  ressomdncia magnética ou  tomografia
computadorizada, ultra-som abdominal e de vias urinarias, avaliagdo oftalmologica e auditiva. Apods
a avaliacdo meédica sera realizada coleta de sangue por pungdo venosa. O sangue do paciente sera
utilizado para extracdo do DNA ou para cultivo celular, a partir dos quais serdo imvestigadas perdas
ou ganhos de pequenos fragmentos dos cromossomos.

Se houver algum achado no exame que necessite mais investigacdo. poderd ser necessaria
nova coleta, para confinmagdo dos resultados. Todas as amostras de sangue coletadas serdio
processadas e guardadas nos Laboratérios de Genética Molecular e Citogenética do Departamento
de Genética Médica da FCM/UNIC AMP.

Para todos os pacientes esta previsto o armazenamento de DNA para estudos futuros. no
entanto, o responsavel pelo paciente podera escolher entre autorizar ou nao o armazenamento do
DNA. De todo modo, antes de se realizar qualquer estudo futuro, serd solicitada a aprovagéo do

Comité de Etica em Pescquisa para tal.
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Existe risco ou desconforto?

Para as avaliacdes pelo médico geneticista, nfio havera rscos ou desconfortos para os
pacientes e suas familias.

Os exames complementares serdio realizados por profissionais habilitados, sendo que para a
realizacdo da Ressondncia Magnética, as criancas menores de cinco anos e aquelas de dificil
controle necessitardo receber um calmante. Normalmente, isso ji é realizado. A anestesia pode, em
alguns casos, fazer o coragdo bater mais rapido, dificuldade para respirar, aumento de saliva na boca
e agitacdo. Todos esses sdo smtomas temporarios.

A coleta de sangue serd realizada por profissional habilitado e com material adequado, com
risco apenas de dor leve durante a coleta e a possibilidade de formagdo de manchas rochas no local

onde for realizada a coleta.

Quais as vantagens em participar deste estudo?

A avaliacdo do médico geneticista, juntamente com a realizacdo dos exames
complementares, pode contribuir para identificagdo de outras alteragdes associadas & anomalia
palatal, possibilitando orientagdes quanto a condutas antecipatorias mais especificas.

Os exames realizados no DNA e nos cromossomos podem mostrar se existe ou no
alteracdes pequenas em um dos cromossomos do paciente, podendo ajudar o geneticista a realizar
uma orientacdo mais especifica sobre risco de acontecer novamente na familia. Por outro lado, os
conhecimentos obtidos com esta pesquisa poderdo ajudar a entender as causas desses defeitos
congénitos.

Nao havera qualquer forma de pagamento ou remuneragio aos individuos que participarem

deste estudo.

A participacao é obrigatoria?
NAO! 86 participardo os interessados. Mesmo assim, se durante o estudo nio houver mais
interesse, a participagao podera ser interrompida. Se a participagdo nesse estudo for interrompida, os

cuidados médicos rotineiros nio serdo interrompidos ou modificados. atualmente ou no futuro.

Quem terd acesso aos resultados?
Todos os resultados dos exames serfdio transmitidos ao responsavel pelo paciente pelo médico

geneticista em consulta médica previamente agendada. Se os resultados e nformagoes forem

ra
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utilizados para fins de publicagdo em congressos ou revistas cientificas, nenhuma idenfificacdo do

paciente sera utilizada.

Com quem posso esclarecer minhas duvidas?

As duvidas poderdo ser esclarecidas, em qualquer fase do estudo, com o médico assistente
que o convidou para o estudo, com os biomédicos Tarsis P. Viewa e Ilaria Sgardioli, ou com a Dra.
Vera Lopes Gil da Silva Lopes. O esclarecimento devera ser feito durante as consultas ou pelo
telefone da UNICAMP (19) 35218908.

A secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas —
Unicamp, também podera ser contatada, em caso de mforma¢ao ou reclamacdes, pelo telefone (19)

35217232,

AUTORIZACAO

Sua autorizaciio significa que vocé permite a inclusio do paciente pelo qual é
responsivel no estudo. Portanto, autoriza a utilizacio dos dados para a pesquisa. Fica claro,
também, que os resultados dos exames deste paciente serdo entregues aos responsaveis pelo

meédico geneticista responsivel pelo atendimento.

Assinando este documento, confirmo que o (a) Dr. (a): me

explicou o objetivo do estudo, os procedimentos, os 1iscos, desconforto e possivels vantagens em
participar desse estudo. Eu li, foi explicado e compreendi esse formulario de consentimento e estou

de pleno acordo.

Nome do paciente:

Nome do responsavel:

Idade: Parentesco: R.G.:

Enderego e telefone para contato:

Assinatura do participante ou responsavel Data
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Eu expliquei a 0

objetivo do estudo. os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens em participar
desse estudo. usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia

desse formulario de consentimento ao participante ou responsavel.

Nome do pesquisador ou associado:

Assinatura do pesquisador ou associado Data

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA
Eu concordo que o DNA de minha familia seja estocado D
Eu ndo concordo que o DNA de minha familia seja estocado D

Assinatura:

Projeto Crénio-Face Brasil
Departamento de Genética Médica-UNICAMP/ Email: cranface(@fem.unicamp.br
Rua: Tessalia Vieira de Camargo 126. Caixa Postal 6111. CEP: 13081-970. Campinas-SP
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Anexo II1. Checklist

an

“a¥

UNICAMP

Investigaciio laboratorial da Sindrome Velocardiofacial
e possiveis fenocopias
Coordenadora: Prof'. Dra. Vera Liicia Gil da Silva Lopes

Departamento de Genética Médica / FCM / UNICAMP

Nome do paciente:

Numero de registro:

Data de nascimento: / Sexo:( )M ( )F

Hospital Participante:

Meédico Responséavel Local: Data:

Critérios de inclusio

Individuos com suspeita clinica de Sindrome Velocardiofacial e:
e Ecocardiografia

e Nasofibroscopia (casos sem fenda palatal)

- /

Outros exames desejaveis: avaliacio oftalmologica, avaliacdo
auditiva; ultra-som abdominal e de vias urindrias: ressonancia
magnética ou tomografia computadorizada de cranio.

Projet

ANIO-FACE BRASIL
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Dados antropométricos

Ao Peso: Comprimento: PC:
nascimento Kg pt &l ot e Pt
Atual Peso: Estatura: PC:
Kg pt cm pt cm Pt
DICE: DICI: Dedo médio/M3o
cm cm % Pt

Sinais clinicos

1 — Cardiopatia congénita

Realizou ecocardiografia? ( )Sim ( ) Nao ( ) Aguarda resultado
) Normal

) Anomalias Conotruncais (Tetralogia de Fallot. interrupedo de arco aditico)
) Defeito de septo interventricular

) Truncus arteriosus

) Anel vascular

) Outras:

2 — Anomalias palatais

Realizou nasofibroscopia? ( )Sim ( ) Nao ( ) Aguarda resultado
() Normal
() Insuficiéncia velo-faringea

() Fenda palatal ou ( ) fenda palatal submucosa

() Fenda labial com ou sem fenda palatal: ( ) FL.( ) FLP
() Uvula bifida

() Voz anasalada

() Disfagia

() Outras:

3 — Ficies caracteristica

ySim( ) Nao

) Orelhas baixas/dismorficas

) Face alongada

) Hipertelorismo

) Queda palpebral

) Nariz tipico (raiz proeminente. hipoplasia alar, ponta bulbosa/bifida)
) Microcefalia

) Outras:

4 — Alteracdes imunolégicas

() Sem sinais e sintomas

() Nio avaliado

() Imunodeficiéncia: () diminuicdo de linfécitos T, ( ) deficiéncia de TgA.
humoral, ( ) infeccdes de repeticio

() deficiéncia

() Doengas auto-imunes: ( ) Artrite reunatéide juvenil, () PTT (Pirpura trombocitopénica

idiopatica). ( ) hipo/hipertireoidismo
() Hipocalcemia secundaria a hipoparatireoidismo
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5 — Desenvolvimento neuro-cognitivo e comportamental

) Normal

) RDNPM

) Atraso/ disturbio de lingnagem

) Dificuldade de aprendizagem

) Distirbio comportamental/psiquidtrico: ( ) TDAH (Transtommo de déficit de atencdo/

— Desenvolvimento somitico

) Normal
) Dificuldade alimentar
) Baixa estatura

(
(
(
(
(
Hiperatividade). ( ) tracos autisticos. () esquizofrenia, ( )impulsividade, ( ) perseveracéo
6
(
(
(
() Alterado — descrever:

Hipoacusia

i
() Sem sinais e sintomas
() Nio avaliado
() Avaliado:
() normal
() Neurossensorial
() Condutiva
( ) Outros:

8 — Alteracdes oftalmolégicas

() Sem smais e sintomas
() Nao avaliado
( )Avaliado:
()normal
) Embriotoxen posterior
) Tortuosidade de vasos retinianos
) Estrabismo
) Outros — coloboma, hipoplasia de nervo éptico. catarata, alteracdes de iris

o

9 — Alteracoes neurologicas

() Naio avaliado

() Avaliado por tomografia computadorizada
Descrever:

() Avaliado por ressonancia magnética:

) Atrofia cerebral

) Anomalias de corpo caloso

) Hipoplasia cerebelar

) Alteracdes de substancia branca

) Polimicrogiria

) Outros — descrever:

10 — Alteracoes de trato urinario

() Sem sinais e sintomas

() Nao avaliado

() Avaliado por ultrassonografia

() Alteracdes anatomicas: () rins em ferradura. () duplicagdo renal. ( ) agenesia renal. (
duplicagdo sistema coletor

)
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() Nefrocalcinose
() RVU (Refluxo vesico-ureteral)
() Outros — descrever:

11 — Alteracoes de trato gastrointestinal

) Sem sinais e sintomas

) Nao avaliado

) Avaliado por ultrassonogratia

) Constipacio

) Malrota¢do intestinal

) RGE (Refluxo gastroesofagico)

) Outros: () dnus imperfurado, () atresia esofdgica, ( ) Hirschsprung — descrever:

12 — Alteracoes esqueléticas

) Sem sinais e sintomas

) Avaliacdo clinica

) Avaliacdo radiolégica

) Escoliose

) Pés tortos

) Polidactilia

) Alteracdes costo-vertebrais
) Outros:

Descrever resultados dos exames realizados:

Caridtipo:

FISH:

Heredograma:
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Anexo IV. Protocolo de Cariétipo de sangue periférico por banda G

Coletar de 2 a Sml de sangue através de puncdo venosa com seringa previamente
heparinizada (0,2 — 0,4 ml de heparina sdédica), ou em tubos de coleta a vicuo contendo
heparina sédica (tubos com tampa verde), apds assepsia local com dlcool 70%. Também

pode ser utilizado tubo com citrato de sédio para a coleta.

Limpar o fluxo com dlcool 70%, colocar todos os materiais necessdrios (conforme
nimero de amostras), ligar o fluxo, a luz UV do mesmo e a luz UV da camara asséptica por
15 — 20 minutos.

Para preparacdo do meio de cultura adicionar, em um frasco de 50 ou 100 ml — 80%
a 90% do meio de cultura RPMI-1640; 10% a 20% de soro fetal bovino; adicionar 0,2ml de
fitohemaglutinina e ajustar o pH para 6,8 — 7,1 adicionando HC] 1M.

Distribuir 5 ml do meio em cada frasco ambar de 15 ml e adicionar de 0,5ml a 1ml de
sangue total heparinizado e tampar com rolhas de silicone.

Incubar os frascos de cultura a 37°C por 72 horas. Entre 1,5h a 2h antes do término das
72 horas, adicionar 0,02ml (1 gotas) de brometo de etidio 1mg/ml e 40 minutos antes do
término das 72 horas 0,04ml (2 gotas) de colchicina 4x10E-5M a cultura de linfécitos.

Hipotonia Direta: Apds retirar os tubos de cultura da estufa, centrifugar a 1.700 rpm por
5 minutos e retirar o sobrenadante. Ressuspender no vortex (por aproximadamente 10
segundos), adicionar 6 ml de KCI1 0,075M a 37°C, ressuspender novamente no vortex (por
aproximadamente 10 segundos) e colocar em incubadora a 37°C por 30 minutos.

Interromper a hipotonia adicionando 0,5ml de solugdo fixadora (metanol 3:1 4cido
acético), ressuspender no votex até que todo o material esteja com a coloragdo homogénea
e centrifugar a 1700 rpm por 5 minutos. Retirar o sobrenadante, deixando apenas 1 ml no
tubo, adicionar 4 ml de solu¢do fixadora, ressuspender e centrifugar novamente por 1700
rpm durante 5 minutos. Repetir o passo anterior por mais 3 vezes, ou até o pellet “ficar
limpo” (incolor). Colocar os tubos no freezer por no minimo 1 hora ou, preferencialmente,
deixar por 24 horas.

Deixar as laminas em uma cuba com élcool 70% por alguns minutos. Apds esse

periodo, enxugar as laminas com papel macio, identificar e colocar em uma cuba com dgua
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deionizada. Retirar o material do freezer, centrifugar, retirar o sobrenadante e adicionar 4
ml de “fixador novo”, centrifugar novamente e retirar o sobrenadante deixando apenas 1 ml
ou menos do material. Pingar de trés a quatro gotas do material, com pipetas Pasteur, sobre
as laminas molhadas. Colocar as 1aminas em uma estufa a 50°C - 56°C, durante alguns
minutos e observar em microscépio Optico comum com o diafragma fechado, ou em

microscopio de fase.

Composicdo das solugdes necessdrias

Brometo de etidio 1mg/ml

Pesar de 0,001 a 0,005 g e diluir na proporcao de 1mg/Iml em dgua de injecdo,

solucdo fisioldgica estéril ou meio RPMI.

Colchicina 4x10°M

Solugdo mde: pesar 0,004 g de colchicina e diluir em 10ml de solugdo salina 0,9%
estéril. Manter congelada.
Solugao de uso (1:50): diluir 1ml da solu¢do mae em 49ml de solugdo salina 0,9%

estéril.

Cloreto de potassio (KCI) 0,075M.

Pesar 1,398¢g de KCl e dissolver em 250ml de dgua deionizada.

HC1 37% a IN — 100 mLL

Diluir 8,28 mL em 100 mL de &agua deionizada. Essa solugcdo precisa ser

autoclavada.

Solucio fixadora

Metanol (3): Acido acético (1)
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Anexo V. Protocolo de extragcdo de DNA pelo método Fenol-Cloroférmio

Extracdo de DNA — 1? fase

1. Coletar o sangue em EDTA ou ACD, em tubos de vacunteiner em 2 aliquotas de 7-

10mL.

2. Centrifugar o sangue por 10min a 2500rpm e descartar o plasma.

3. Transferir os leucécitos (+- 4mL) para um tubo falcon. Adicionar tampao RSB 1x até

completar o volume final de 11mL no tubo. Homogeneizar por 10min.

4. Adicionar 6 gotas de nonidet P40. Homogeneizar por 10min.

5. Centrifugar por 10min a 2500rpm e desprezar o sobrenadante.

6. Ressuspender o pellet em 500uL de tampao RSB 1x.

7. Lisar os nucleos com 3mL de SDS e misturar por inversao repetidamente.

8. Adicionar 80puL de proteinase K. A concentracdo final deve ser de 100pg/mL. Encubar
por 2-3h ou overnight a 37°C.

9. Esperar 1 semana para a 2° fase.

Extracdo de DNA — 2* fase

1. Adicionar 3mL de fenol saturado. Misturar, invertendo o tubo gentilmente, e

homogeneizar por 10min. Centrifugar por 10min a 2500rpm.
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2. Remover a porg¢do superior do tubo (transparente) com uma pipeta Pasteur para outro

tubo falcon. Tomar cuidado para ndo agitar a por¢ao inferior, a qual foi descartada.

3. Adicionar 1,5mL de cloroféormio &alcool isoamilico € 1,5mL de fenol saturado.
Homogeneizar por 10min e centrifugar por 10min, 2500rpm. Remover a porcao inferior do
tubo (fenol) com pipeta Pasteur e descartar.

4. Adicionar 3mL de cloroférmio dlcool isoamilico, misturar a solucao e homogeneizar por
10min. Centrifugar a 2500rpm por 10min. Remover completamente a por¢do inferior do

tubo e descartar.

5. Adicionar 6mL de etanol 100% gelado e misturar levemente, até observar a precipitacao

do DNA.

6. Levar o frasco para a geladeira overnight.

7. “Pescar” o DNA precipitado com pipeta Pasteur de vidro e ressuspendé-lo em 200-

250uL de TE 1x.
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Anexo VI. Protocolo de MLPA

Desnaturacido do DNA e hibridacido das sondas: As amostras de DNA serdo

diluidas (para obter-se uma concentracdao de 50 a 200 ng de DNA) em 5 uL de TE. Os
DNAs diluidos serdo submetidos a uma temperatura de 95°C por cinco minutos, € em
seguida a 25°C antes de serem retiradas do termociclador. Apds a desnaturacdo, serdo
acrescentados 1,5 pLL do SALSA Probemix e 1,5 pL do MLPA buffer a cada tubo. O mix

serd incubado a 95°C por um minuto e em seguida permanecerd a 60°C por 16 horas.

Reacdo de ligacdo: No termociclador, em uma temperatura de 54°C, serdo

adicionados 32 pL de mix ligase-65 as amostras. As amostras serdo incubadas a 54°C por

15 minutos e em seguida a 98°C por cinco minutos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Em um novo tubo serdo adicionados 4 pL

de SALSA PCR buffer, 26 pL de dgua estéril e 10 pLL do produto da reacdo de ligacdo. A
uma temperatura de 60°C, serd adicionada a enzima (Polymerase mix) e imediatamente se

iniciard a reagdo de PCR nas seguintes condi¢des: 35 ciclos = 30 segundos a 95°C; 30

segundos a 60°C; 60 segundos a 72°C. Ao final dos ciclos = 20 minutos a 72°C.

Separagdo dos produtos amplificados: Em uma placa de seqiienciamento serdo

adicionados de 0,6 a 1,0 uLL do produto da PCR, 0,25 puL. de ET-550R (sizer) e 7 pL de

Tween-20 0,1%. A leitura dos produtos amplificados serd no seqiienciador automatico

Megabace 1000 (Amersham—Pharmacia®).
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Anexo VII. Protocolo da FISH

a) Preparacao e pré-tratamento das laminas:

1. Pingar o material em laminas limpas em &lcool;

2. Deixar a lamina envelhecer por uma noite em temperatura ambiente ou em estufa a
37°C;

3. Observar a lamina no microscépio de contraste de fase e marcar com caneta
diamante a drea da lamina onde devera ser aplicada a sonda;

4. Colocar as 1aminas em uma solucao de 2x SSC (pH 7,0) a 37° C (4+/- 1°C) durante
60 minutos*;

5. Desidratar as laminas em uma série de etandis a 70%, 85% e 100% por 1 minuto
cada;

6. Deixar as laminas secarem naturalmente.

* O tempo em que a lamina permanece nessa solu¢do € inversamente proporcional a

idade da lamina.

b) Co-denaturacio:

1. Deixar a sonda em temperatura ambiente por alguns minutos;

2. Ressuspender a sonda no vortex e dar um spin antes de pipeta-la*;

3. Aplicar 10 pl da sonda sobre a drea previamente selecionada da lamina;

4. Cobrir com uma laminula de 22x22mm;

5. Selar a laminula com cola especial;

6. Colocar as laminas em uma placa aquecida a 75°C (4/- 1°C) e deixar durante 7
minutos.

¢) Hibridacao:
1. Colocar as laminas em uma caixa Umida;

2. Colocar em estufa a 37°C (+/- 1°C) por uma noite (de 12 a 16 horas).

d) Pés-hibridacao:
1. Remover a laminula e toda a cola, cuidadosamente;
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2. Colocar as laminas em uma solugdo de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0) por 2
minutos em temperatura ambiente;

3. Colocar as laminas em uma solu¢ao de 0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72°C (+/-1°C)
(pH 7,0) por 1 minuto, sem agitagao;

4. Colocar as laminas em uma solugdo de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por 30
segundos em temperatura ambiente, sem agitacao;

5. Deixe secar em temperatura ambiente;

6. Aplicar 15 ul de DAPIL

7. Cobrir com laminula (24x32) e guardar a ldmina em uma caixa escura, por no
minimo 10 minutos, antes de observar em microscépio de fluorescéncia.

As laminas devem ser armazenadas em caixas escuras por no maximo 1 més em

geladeira.

Composicdo das Solugcdes necessdrias

Etanol 100%
50mL

Etanol 85%
42,5 mL etanol 100%

7,5 mL 4gua destilada estéril

Etanol 70%
35 mL etanol 100%

15 mL agua destilada estéril

Acido Acético 70%
35mL de acido acético 100%

Solucdo 20x SSC pH 5.3 — Solucdo mie
87,67g NaCl
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44,12g citrato de s6dio
Dissolver o NaCl e o citrato de sédio em 400mL de 4dgua destilada, ajustar o pH com HCL
IM e depois colocar 100mL de dgua destilada (volume final de 500mL) ajustando o pH

novamente para 5,3, filtrar e conservar em geladeira. Descartar apds 6 meses.

Solucao 2xSSC
10mL 20xSSC

90mL 4gua destilada estéril

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH 5M. Conservar em geladeira. Descartar apos 6 meses.

Solucdo PBS 10X pH 7.4 (Solucdo mae)
80g NaCl

2g KCl1

14,4g Na2HPO4

2.4 g KH2PO4

Dissolver todos os reagentes até 1 litro de dgua destilada, ajustar o pH com HCI 1M, filtrar

e conservar em geladeira. Descartar apds 6 meses.

Solugdo PBS 1x pH 7.2
450mL de 4gua destilada
50 PBS 1x

Solucdo Formadido 1% /PBS 1x
2,7 mL de formaldeido 37%
100mL de PBS 1x pH 7,2

Solucao 2x SSC/ 0,1 % Tween 20

90mL de 4gua destilada
10mL de 20Xssc
100 ul Tween 20
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Solucao 0,4XSSC/0,3% Tween 20
2mL de 20x SSC
300 ul de Tween 20

Agua destilada para completar 100mL
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Anexo VIII. Componentes e volumes das reacoes de PCR para amplificacdo dos exons

do gene TBX1

Exons 1.5, 6 e 9B:

"Reagentes | Exon 01 | Exon 05 | Exon 06 | Exon 9B
ddH,0 8,6ul 9,0ul 9,0ul 8,8ul
Tampao (10X) 1,5ul 1,5ul 1,5ul 1,5ul
MgCl, 25uM) 0,6ul 0,6ul 0,6ul 0,8ul
dNTP 2uM) 1,5ul 1,5ul 1,5ul 1,5ul
primer sense | 0,35ul 0,35ul 0,35ul 0,35ul
(Spmoles)
primer antisense 0,35ul 0,35ul 0,35ul 0,35ul
(Spmoles)

DMSOg4 0,9ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Tag DNA Polimerase 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul
(618)

DNA (200ng/ul) Tul Tul Tul Tul
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Exons 02, 03, 04, 07, 08 e 9C:

“Reagentes | Exons 02, 03, 04,07,08 ¢ 9C
ddH,0 2,85ul
Tampao Qiagen (10X) 1,0ul
Qiagen Q-solution (5X) 2,0ul
dNTP 2uM) 1,0ul
primer sense (Spmoles) 1,0ul
primer antisense 1,0ul
(5pmoles)

Tag DNA Polimerase 0,15ul
(U)
DNA (200ng/ul) 1,0ul
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Anexo IX. Componentes e volumes das reacdes de PCR para amplificacao dos exons do

gene FGF8

Exons 3,4,5¢6:

"Reagentes | Exon03 | Exon 04 | Exon05 | Exon6
ddH,0 8,5ul 9,0ul 8,0ul 8,8ul
Tampao (10X) 1,5ul 1,5ul 1,5ul 1,5ul
MgCl, 25uM) 0,9ul 0,6ul 0,6ul 0,8ul
dNTP 2uM) 1,5ul 1,5ul 1,5ul 1,5ul
primer sense | 0,35ul 0,35ul 0,35ul 0,35ul
(Spmoles)
primer antisense 0,35ul 0,35ul 0,35ul 0,35ul
(Spmoles)

DMSOg4 0,7ul 0,5ul 1,5ul 0,5ul
Tag DNA Polimerase 0,2ul 0,2ul 0,2ul 0,2ul
(618)

DNA (200ng/ul) Tul Tul Tul Tul
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Anexo X. Protocolo da reagdo de Exo-Sap (GE™)

Purificacdo com a enzima Exo-Sap (GE™)

Reagentes Volume
PCR 1,5ul
Exo-Sap (GETM) 1,5ul

A condigio para a reacdo de Exo-Sap (GE™) estd representada a seguir:

80°C

15 minutos

37°C

15 minutos
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Anexo XI. Protocolo da reagdo de seqiienciamento

Componentes e volumes dos reagentes utilizado na reacdo de seqiienciamento.

Reagente Volume
Big Dye 1 ul
Tampao 5X - sequencing buffer 5 X. 3ul
PCR 2 ul
Primer 0,5 ul
H20 3,5ul

A condigdo para a reacdo de seqiienciamento estéd representada a seguir.

35 ciclos

94°C 96°C

1 min 10seg 60°C 4°C

4 min Final

Sseg

Purificacao da reacao de seqiienciamento

Lavagem com Isopropanol:

Para uma reacdo com volume final de 10 pl, utilizar 40ul de isopropanol — MERCK® a
75%. Preparar esta solu¢do sempre na hora de usar. Apds adicionar o isopropanol, dar spin
down e deixar em temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida centrifugar por 45

minuto a 4000 rpm (placas).
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Lavagem com Etanol

Remover o isopropanol invertendo a placa em um local de descarte. Apds adicionar 200 pl
de etanol — MERCK® a 70%. Preparar esta solugdao sempre na hora de usar. Dar spin

down e centrifugar por 45 minutos a 4000 rpm (placas).

Em seguida, remover TODO o etanol, realizando um spin down invertido na placa.

Ap6s, secar as amostras em placa quente a 64° por 3 minutos no termociclador, ndo fechar
a maquina, colocar apenas um papel sobre a placa.

Ressuspender 10ul de formamida Hi-Di, colocar 5 minutos no termociclador a 95°C e

inserir no seqiienciador automatico.
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Anexo XII. Dados clinicos obtidos através da avaliagdo clinica e do checklist.

Caracteristicas Fenotipicas Sim Nao | Nao avaliado
Cardiopatia Congénita 46,8% | 37,6% 15,6%

Tetralogia de Fallot 7,8%

Defeito de Septo interventricular 35,3%

Outros 56,9%
Anomalias palatais 87,2% 1,8% 11,0%

Insuficiéncia Velo-faringea 35,8%

Fenda Submucosa 21,1%

Fenda Palatal 20,0%

Fenda Labio-Palatina 13,7%

Fenda Labial 8,3%

Outros 1,1%
Facies caracteristica 82,6% | 17.4% -
Alteragdes imunolégicas 33,9% | 26,6% 39,5%
Desenvolvimento neuro-cognitivo e comportamental | 83,5% | 13,8% 2,7%
Desenvolvimento somatico 56,9% | 35,8% 7,3%
Hipoacusia 45,0% | 33,9% 21,1%
Alteragdes oftalmoldgicas 25, 7% | 45,0% 29.3%
Alteracdes neuroldgicas 21,2% | 39,4% 39.4%
Alteragdes de trato urinario 34,9% | 12,8% 52,3%
Alteragdes de trato gastrointestinal 32,1% | 51,4% 16,5%
Alteragdes esqueléticas 36,7% | 54,1% 9.2%
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