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Taq: Thermus aquaticus
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As fendas orofaciais tipicas (FOT) s@o defeitos congénitos prevalentes que possuem multiplas
etiologias. Estudos populacionais apontaram diferentes genes relacionados as FOTs. Entretanto,
em muitos casos, a etiologia permanece desconhecida. A investigagdo individualizada, utilizando
em conjunto diferentes ferramentas laboratoriais, ¢ uma abordagem mais complexa que pode
contribuir na caracterizagdo etiologica das FOTs. Assim, este estudo teve como objetivo investigar
os fatores genéticos envolvidos na etiologia das FOTs em uma casuistica composta por 23
individuos afetados, incluindo casos sindromicos e ndo-sindromicos, familiais e esporadicos.
Participaram do grupo controle 20 individuos sem historia familial de fenda em trés geragoes.
Todos os individuos portadores de FOT foram previamente avaliados por um médico geneticista e
por exame de caridtipo em linfocitos, sendo dois casos detectados com aberragdes cromossomicas.
A anadlise de alteragdes no niimero de copias de segmentos de DNA (Copy Number Variation,
CNVs) por hibridagdo gendmica em arrays (aGH), baseada na comparagdo com grupo controle,
apontou um novo gene de candidato para FOT, o gene TCEB3, e identificou uma duplicacdo no
gene FGFRI. Em um paciente com fenda palatal submucosa e quadro sindromico, a utilizagdo da
técnica de aGH, em conjunto a hibridagdo in situ fluorescente (FISH) e Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification (MLPA), possibilitou a caracterizacdo da aberragdo cromossomica
detectada pelo cariotipo. Em todos os portadores de FOT também foi realizado sequenciamento
direto dos genes IRF6, FOXEI, GLI2, MSX2, SKI, SATB2, SPRY1, MSX1, FGF8, FGFRI; em um
paciente especifico, foi avaliado o gene P63. Alteragdes de sequencia inéditas foram encontradas
nos genes FOXEI, MSXI1, GLI2 e FGF8, assim como uma inser¢ao no gene P63, cujos efeitos na
proteina codificada deverdo ser confirmados em estudos futuros. Os resultados deste trabalho
exemplificam a diversidade de fatores genéticos envolvidos na etiologia das FOTs e o desenho de
estudo utilizado mostrou a eficacia do uso concomitante de diferentes abordagens investigativas

neste grupo de defeitos congénitos.
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Typical oral cleft (TOC) is a prevalent and heterogeneous group of congenital defects with
multiple etiologies, which remain unknown in several cases. Population studies detected several
genes related to TOC. An individualized investigation, involving different laboratorial tools at
same time, is an approach that can contribute on the etiological characterization of the TOC. The
aim of this study was to investigate genetic factors involved on TOC in a sample composed by 23
individuals (syndromic and non-syndromic; familial and sporadic cases). The control group
included 20 individuals without TOC in three generations. All patients were previously evaluated
by clinical geneticists and performed karyotype test that showed chromosomal aberrations in two
cases. Copy number variation (CNV) investigation by genomic hibridization in arrays (aGH),
based in a comparative to control group data, detected a new candidate gene to TOC (TCEB3), and
identified a duplication affecting FGFRI gene. In one patient with syndromic form of submucous
cleft palate, the use of aGH technique, together with Fluorescent in situ hibridization (FISH) and
Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA), characterized the chromosomal
aberration previously detected by karyotype. Direct sequencing of IRF6, FOXEI, GLI2, MSX2,
SKI, SATB2, SPRYI, MSXI, FGF8 and FGFRI genes was performed in all individuals; in a
specific case, P63 gene was investigated. New sequence alterations were found in FOXE1, MSX1,
GLI2 e FGF$ genes, as well as an insertion in P63 gene, which effects will be verified in futures
studies. In conclusion, results here described reflect the diversity of genetic factors involved in the
etiology of TOC and the type of study show the efficiency of the use of different techniques in the

etiological investigation of this congenital defect.
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1. Apresentacio

As fendas orofaciais tipicas (FOT), as quais incluem as fendas labiais ou labiopalatais
(FL/P) e a fenda palatal (FP), constituem um grupo de defeitos congénitos comum,
etiologicamente diverso, com elevada prevaléncia e consideravel morbidade. Estudados ha
décadas, os mecanismos genéticos participantes da génese destes defeitos sdo variados e ndo
totalmente esclarecidos. Por estes motivos, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) langou, em
2000, o projeto Global Strategies to Reduce the Health-care Burden of Craniofacial Anomalies.
Este projeto tem como metas potencializar esforcos e estabelecer necessidades prioritarias,
consensos globais e protocolos comuns de pesquisa nessa area. Destacam-se, no conjunto das
estratégias propostas, as pesquisas de interacdo gene-gene e gene-ambiente, cujas limitagdes
incluem a heterogeneidade clinica-ctioldgica e a dificuldade de padronizac¢do nas investigagdes
dos afetados e familias ao redor do mundo.

O Projeto Cranio-face Brasil (PCFB) foi iniciado em 2003 no Departamento de Genética
Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp. Trata-se de uma proposta multicéntrica e
multiprofissional, cujo objetivo principal ¢ trazer subsidios para melhoria no atendimento aos
individuos com anomalias craniofaciais. Além de estudos relacionados a satde publica e
educagdo, este projeto tem estudos voltados para a drea de investigacdo laboratorial, no qual esta
Tese de Doutorado esta inserida.

Durante minha graduacgéo, participei de estudos na area das FOTs e, interessada na area de
genética molecular, realizei estagio no Laboratério de Genética Molecular da FCM/ Unicamp.
Durante o estagio, tive contato com o Projeto Cranio-Face Brasil ¢ vi nele a oportunidade de
aprofundar meus conhecimentos nessa area, o que ocorreu ja na minha Dissertacdo de Mestrado.

Na época de conclusdo do meu Mestrado, em 2008, iniciava-se um novo ciclo do Projeto
Cranio-Face Brasil, com a perspectiva de estudos multicéntricos. Ao mesmo tempo, estratégias

laboratoriais para estudo de variagdes no numeros copias de segmentos do DNA (Copy Number
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variations - CNVs) estavam comec¢ando a surgir. Considerando que as FOTs tém mecanismos
etiologicos complexos, esta pareceu uma excelente oportunidade de utilizar a estrutura do PCFB ¢
agregar diferentes e novos conhecimentos em meu projeto de Doutorado. Um desafio, ja que o
conhecimento sobre CNVs na época era muito limitado e a técnica de hibridagdo gendmica em
arrays (aGH), até entdo, ndo havia sido implantada em nosso laboratério. A decisdo incluiu, ainda,
o sequenciamento de diferentes genes anteriormente relacionados as FOTs.

Gostaria de expressar minha satisfagdo por participar deste grupo de pesquisa em FOT,
onde tive intmeras oportunidades de aprendizado. Compartilho, aqui, os resultados de minha
vivéncia cientifica nesses Gltimos quatro anos, com as quais espero contribuir para a identificagao

de fatores genéticos neste grupo de defeitos congénitos tdo interessante e complexo.
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2. Introducao

2.1. Aspectos Gerais

As anomalias craniofaciais constituem o grupo mais comum entre os defeitos
congénitos, sendo as fendas orofaciais as mais frequentes destas anomalias (1, 2). Apesar de
heterogéneas, as fendas orofaciais podem ser divididas em dois grandes grupos: as fendas
orofaciais tipicas (FOT), que compreendem as fendas labiais ou labiopalatais (FL/P) ¢ a fenda
palatal (FP); e as fendas orofaciais atipicas, que sdo raras e compreendem as fendas faciais
medianas, transversais, as obliquas e as fendas do labio inferior, segundo a classificacdo de Tessier
3).

As FPs sdo consideradas etiologicamente distintas das FL/P (1, 2) e, portanto, a
prevaléncia também difere. A ocorréncia de individuos com FL/P foi estimada entre 1/300 a
1/2000 nascidos vivos, e de individuos com FP em 1/1500 (4). Coletivamente, a ocorréncia de
FL/P e FP foi recentemente estimada em 1/700 nascidos vivos, variando conforme a origem
geografica, o grupo étnico, as condi¢des do ambiente ¢ o estado socio-econdomico. Em geral,
asidticos e americanos de origem indigena apresentam alta prevaléncia (1/500 nascidos vivos), e
individuos de ascendéncia africana as menores prevaléncias (1/1000 nascidos vivos) (2, 5). Na
América Latina, segundo dados do Estudo Colaborativo Latino Americano de Malformagdes
Congeénitas de 2005 (6), a incidéncia de FL/P ¢ de 11,5/10.000 nascimentos (1/850) e a incidéncia
de FP ¢ de 3,9/10.000 nascimentos (1/2500).

Tanto as FL/P como as FP podem ocorrer como anomalias isoladas, comumente
denominadas ndo-sindromicas, ou podem estar associadas a outras anomalias congénitas
multiplas, sendo comumente referidas como sindromicas. A grande maioria dos casos
(aproximadamente 70%) ¢é considerada ndo-sindromica. Os casos sindromicos correspondem a
quadros de anomalias cromossomicas, sindromes mendelianas, efeitos de teratdgenos e quadros de

multiplas anomalias de origem desconhecida (1, 2).
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Além do aspecto estético, as FOTs representam um significativo problema de satde
publica devido a morbidade ao longo da vida dos individuos afetados e por resultarem em
complicagdes que afetam a sucgdo e a alimentacdo, a respiragdo e a fala. Assim, o tratamento
multidisciplinar ¢ necessario, incluindo tratamento cirirgico, nutricional, dentario e ortoddntico
especializado, intervengdo na fala e audi¢do, apoio psicologico e educacional, assisténcia social,
diagnéstico etiologico e aconselhamento genético (1, 2, 4, 7).

Esse amplo impacto na vida do individuo afetado e de sua familia, associado a prevaléncia
significativa, enfatiza a importancia em se conhecer as causas desses defeitos para o planejamento

e otimizacdo do tratamento, prognodstico individualizado e aconselhamento genético (4).

2.2. Embriologia da face e labio

Os primérdios da face comecam a aparecer no inicio da quarta semana da embriogénese
humana. Antes do fechamento do tubo neural ha intensa migragao de células da crista neural para
a regido facial. Durante a migragdo, as células interagem com a matriz extracelular e epitélio
adjacente o que, parcialmente, determina o tipo de tecido que essas formardo. Dentre esses, 0s
tecidos nervoso, esquelético, conectivo e muscular (8, 9).

Eventos indutivos entre o prosencéfalo, rombencéfalo e tecido da crista neural, em
migragdo para a regido facial, fazem parte da formagdo dos cinco primoérdios da face: a
proeminéncia frontonasal, o par de proeminéncias mandibulares ¢ o par de proeminéncias
maxilares. Entre a quarta ¢ a oitava semana do desenvolvimento (Figura 1), a diferenciagdo, o
crescimento e a eventual fusdo desses processos resultam na formagao da face definitiva (8, 10).
Ao final da nona semana, o cérebro estd em crescimento ¢ inicia-se o processo de ossificagdo das

estruturas craniofaciais.
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Figura 1. Desenvolvimento facial. Dois processos mandibulares (cinza escuro); dois processos
maxilares (cinza claro) e processo frontonasal. Na sétima semana, visualizam-se as modificagdes
na face. Na nona semana, a face apresenta o aspecto tipico e 0s 0ssos craniofaciais comegam a se

desenvolver (10).

Com o crescimento dos cinco primordios da face, forma-se uma depressdo central na
regido facial conhecida como estomodeu, o precursor da boca. A proeminéncia frontonasal
delimita o plano médio-rostral do estomodeu; o par de proeminéncias maxilares se dispde
bilateralmente; e o par de proeminéncias mandibulares também delimita as por¢des laterais e a
porgdo caudal do estomodeu (Figura 2a). As saliéncias mandibulares ¢ maxilares sdo derivadas do
primeiro arco branquial (9, 11).

A proeminéncia frontonasal d4 origem a testa, ao nariz e a parte medial da maxila e do
labio superior. As proeminéncias mandibulares ddo origem a mandibula, ao labio inferior e as
regides inferiores da bochecha, e as proeminéncias maxilares ddo origem as regides superiores da
bochecha e as partes laterais da maxila e 1abio superior (8, 10, 11).

A mandibula e o labio inferior sdo as primeiras partes da face a se formarem. Resultam da
fusdo das extremidades mediais das proeminéncias mandibulares no plano mediano. Ao final da
quarta semana, os placdides nasais desenvolvem-se nas partes infero-laterais da proeminéncia
frontonasal (Figura 2b). Durante a quinta semana, o mesénquima das margens dos placdides

prolifera, produzindo as proeminéncias nasais mediais e laterais (Figura 2¢). Como resultado, os
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placoides nasais ficam situados no fundo de depressdes, denominadas fossetas nasais que
constituem os primordios das narinas ¢ das cavidades nasais (8, 9).

Ao final da sexta e comec¢o da sétima semana, a proliferacdo do mesénquima nas
proeminéncias maxilares faz com que estas aumentem de tamanho e crescam medialmente em
diregdo uma a outra e as proeminéncias nasais, iniciando o processo de formagdo das porgdes
laterais das narinas e superior das bochechas. Entre a sétima e a décima semana, a formacdo do
labio superior ocorre pelo movimento lateral das proeminéncias maxilares e ao processo de fusdo

no plano mediano das proeminéncias nasais mediais (Figura 2d) (8, 9).
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Figura 2. Imagens do processo de desenvolvimento da face e labio. Fonte das imagens: Facial

Embriology (www.med.unc.edu/embryo).
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2.3. Embriologia do palato

O processo de desenvolvimento do palato inicia-se na quinta semana de gestacdo e
termina no final da 12* semana. O palato definitivo é formado a partir de dois primordios: o palato
primario e o palato secundario (8, 11).

O palato primario comega a se formar a partir do desenvolvimento do segmento
intermaxilar da maxila. Esse tecido ¢ derivado de um processo de fusdo entre as proeminéncias
maxilares e as proeminéncias nasais mediais (Figura 3b). O segmento intermaxilar da origem a
parte central (o filtro) do labio superior e a parte pré-maxilar da maxila (11).

Os primérdios do palato secundario, que formam o palato duro e o palato mole comegam a
desenvolver-se no inicio da sexta semana, a partir de duas proje¢des mesenquimais derivadas das
proeminéncias intermaxilares. Inicialmente, essas estruturas conhecidas como proeminéncias
palatinas (Figura 3a) se projetam infero-medialmente a cada lado da lingua (Figura 3c). Com o
desenvolvimento da maxila, a lingua torna-se relativamente menor e desloca-se para uma posi¢ao
inferior. Durante a sétima e oitava semana, as prateleiras palatinas laterais se alongam e ascendem
para uma posi¢do horizontal superior a da lingua (Figura 3d). Gradativamente, as prateleiras se
aproximam uma da outra, se fundindo no plano mediano (Figura 3e). Estas também se fundem ao

septo nasal e a parte posterior do palato primario (Figura 3f) (8).
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Figura 3. Imagens do desenvolvimento do palato. a) 6° semana: visualizacdo das prateleiras
palatinas, que sdo consideradas parte das proeminéncias maxilares. b) 7% semana: proeminéncias
nasais mediais ¢ maxilares se fundindo para formar o palato primario. ¢) 8" semana: corte frontal
mostrando a lingua entre as prateleiras palatinas. d) 9* semana: prateleiras palatinas se posicionam
acima da lingua para continuar o processo de fusdo. e) 9% semana: as setas amarelas indicam o
fechamento das prateleiras palatinas na posi¢@o central e as setas azuis mostram o direcionamento
da fusdo antero-posterior a partir do centro. f) 10* semana: a fusdo das prateleiras palatinas uma
com a outra e com septo nasal estd completa. Fonte das imagens: Facial Embriology

(www.med.unc.edu/embryo).

A ossificagdo do palato inicia-se durante a oitava semana com o desenvolvimento de osso

no palato primdrio, formando a por¢do pré-maxilar da maxila onde se desenvolverdo os dentes

38



incisivos. Simultaneamente, ocorre a difusdo de osso para dentro do mesénquima das prateleiras
palatinas fundidas, formando o palato duro. Ndo ocorre ossifica¢do na parte mais posterior do
palato, o que origina o palato mole ¢ a ivula. Um pequeno canal nasopalatino persiste no plano
mediano do palato entre a parte pré-maxilar da maxila e os processos palatinos da maxila. Esse

canal é representado no palato duro adulto pelo forame incisivo (8).

2.4. Embriologia das fendas orofaciais tipicas

Como visto anteriormente, o desenvolvimento da face e do palato envolve uma série de
eventos complexos, como migragdo, crescimento, diferenciacdo celular e apoptose que devem
ocorrer de maneira coordenada (5). Qualquer alteracdo nesta precisa cascata de eventos pode
resultar em FOT (1, 5, 9).

Fatores que inibem a migragdo das células da crista neural ou diminuem sua quantidade
nos primodrdios faciais tornam inadequado ou impossivel o contato entre esses. Qualquer alteracao
no crescimento do mesénquima pode ser critica para o fechamento das proeminéncias maxilares
com as proeminéncias nasais. Falhas na diferenciacdo do mesénquima para tecido 6sseo podem
afetar o posicionamento do palato mole ou duro. Se o processo de morte celular programada no
epitélio que cobre as proeminéncias faciais ndo ocorrer adequadamente, ndo ha fusdo das mesmas
(5).

Qualquer mudancga na posi¢do das proeminéncias nasais ou crescimento mal direcionado
das proeminéncias faciais pode resultar em FL (9). Ja as fendas palatais podem ocorrer devido aos
defeitos primarios na palatogénese ou podem ser secundarias aos distiirbios em outras estruturas
craniofaciais. Os defeitos primarios incluem falhas no crescimento, elevacdo ou fusdo das
prateleiras palatinas. Os defeitos secundarios podem ser distirbios de crescimento ou da
morfologia de estruturas craniofaciais, incluindo a base craniana e/ou obstru¢o mecéanica da

elevagdo das prateleiras palatinas pelo tamanho ou posicionamento anormal da lingua (4, 9, 10).
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As FOT podem ser anatomicamente classificadas em dois grupos: fenda envolvendo
apenas o palato secundario (regides duras e moles), denominada fenda palatal isolada (FP) ¢ fenda
envolvendo o labio superior e a parte anterior da maxila, abrangendo apenas o palato primario,
denominada fenda labial ou labiopalatal (FL/P). Esta distingdo ¢ baseada em evidéncias
embrioldgicas e etioldgicas (8, 12). Desta maneira, um individuo com FL/P pode ter um outro
membro da familia afetado por FL ou FL/P, mas raramente por FP. Do mesmo modo, se um
individuo possui FP, um outro individuo afetado na familia geralmente tem apenas FP, ¢ ndo FL
(9). Algumas excegdes podem ocorrer como em familias com mutagdes em genes especificos que
podem ocasionar tanto a FL/P como FP (9, 13, 14).

Entretanto, tal classificacdo anatdmica vem sendo questionada. Alguns trabalhos
levantaram a hipodtese de que a FL seria uma condigdo distinta (2, 15). As FLs tém como origem
uma malformag@o do palato primario apenas, enquanto que as fendas labiais com fenda palatal
envolvem tanto o palato primario como secundario (2). Além disso, a partir de um estudo

populacional, observou-se a necessidade de se tratar as FLs como uma condicao distinta (15).

2.5. Etiologia das fendas orofaciais tipicas
2.5.1. Fatores ambientais

A contribuicdo de fatores ambientais na etiologia das FOT ¢ sugerida em diversos
trabalhos. A maioria dos casos ¢ de etiologia multifatorial e, portanto, varios fatores ambientais
tém sido considerados (16). Teratdgenos reconhecidos que causam FOT incluem os de exposigdo
rara, como a fenitoina, acido valproico (drogas anticonvulsivantes) e talidomida (17); e também os
de exposi¢do comum, como ao alcool (16, 18) e fumo (17, 19, 20).

O estado nutricional de mulheres gradvidas também tem recebido bastante atengdo com
respeito a incidéncia de FOT. A baixa ingestdo de vitaminas do complexo B, juntamente com

exposicdo excessiva ou deficiente a vitamina A, foram associadas a risco aumentado de FOT (20).
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A interagdo entre fatores ambientais e genéticos deve ser considerada devido a
complexidade etiologica das FOTs (20). Apesar de controversos, existem estudos abordando a
interagdo entre o fumo e genotipo materno no gene MTHER (methylenetetrahydrofolate reductase)

para o desenvolvimento de FOT (21, 22, 23).

2.5.2. Fatores genéticos

O estudo das FOT possui uma longa historia na genética humana, sendo um modelo para
estudos de doencgas complexas, em geral. A importancia do componente genético na determinacao
das fendas pode ser verificada pela alta agregacdo familiar, pelos riscos de recorréncia e pela alta
concordancia em estudos de gémeos.

A agregacdo familiar foi constada em varios estudos. Se um filho ¢ afetado, o risco de
recorréncia ¢ de 3% a 4%, aumentando para 9% se houver dois filhos afetados. Havendo um
genitor afetado o risco ¢ de 11% para a prole e, no caso de dois genitores afetados, 34% (24, 25).
Porém, em um estudo que avaliou 2,1 milhdes de pacientes com FOT entre 1967 e 2001 na
Noruega, 3,6% das mulheres e 4,7% dos homens portadores tiveram filhos afetados (26). Em
estudos brasileiros, 35% dos individuos com FOT avaliados apresentavam historico na familia
(27) e o risco de recorréncia total de FL/P nao-sindromica foi estimado em 1,5-1,6%, variando de
acordo com a regido do pais (28).

Estudos com gémeos tém demonstrado uma forte predisposi¢do genética. Para casos nao-
sindrémicos, a concordancia varia de 40% a 60% em gémeos monozigoéticos contra 3 a 5% em

gémeos dizigoticos (29, 30).

2.5.2.1. Aberracgoes cromossomicas
As FOT sdo encontradas como parte do fendtipo de individuos com diferentes tipos de
rearranjos cromossdmicos, incluindo trissomias, translocagdes e inversoes, duplicagdes, delegdes e

microdele¢des (4). Em dois trabalhos avaliando fetos com FOT, encontrou-se frequéncia de 24%
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(31) e 51% (32) de anomalias cromossomicas, sendo a grande maioria dos casos referentes as
trissomias dos cromossomos 13 e 18.

Em um estudo que analisou estatisticamente as aberragdes cromossomicas associadas a
malformagdes, Brewer et al. (33) encontraram delegdes significativamente associadas a FL em
1q21-25, 4pl15-16, 4q31-35, 7q34-35. Para FP, as regides significativamente associadas foram
2q32, 4pl13-16, 4q31-35 (33). Com o mesmo tipo de andlise, esses autores encontraram
duplicagdes significativamente associadas a FL em 3p26-21, 10p15-11, 11p14-11, 13q22-34. Para
FP as regides significativamente associadas foram 3p24-23, 3p26, 3q23-25, 7q22-32, 8q21,
10p15-11, 14q11-21, 16p12-13 e 22q12-13 (34).

Em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa (35), 39 individuos com FL/P e FP
foram analisados através da técnica de caridtipo convencional e, em casos especificos, por outras
técnicas de citogenética molecular. Foram encontradas nove alteragdes cromossdmicas (23% dos
casos). Dentre essas estdo delecdo 4p, delecdo 4p16, delegdo 18q22 (2 individuos) e cromossomos

marcadores supranumerarios em mosaico (5 individuos).

2.5.2.2. Alteracdes génicas

Existem aproximadamente 400 sindromes ja descritas na base de dados do OMIM (Online
Mendelian Inheritance in Man, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/) que apresentam FL/P ou FP
como parte do espectro fenotipico (26, 36), sendo que mais da metade dessas sindromes t€m um
padrdo de heranga monogénico (36, 37). Entretanto, a maioria dos casos de FL/P (70%) e 50% dos
casos de FP ¢é ndo-sindromico (1, 16, 17, 26, 38).

Alteragdes patogénicas em mais de um gene tem sido apontadas como necessarias para a
ocorréncia de FOT, j& que a formagdo dos labios e palato envolve varios processos celulares
(proliferacdo, diferenciacdo, adesdo e apoptose) e a falha em qualquer um destes pode resultar em

fenda (39). Os estudos de segregacdo e analises estatisticas do risco de recorréncia familial sdo
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compativeis com a hipotese do envolvimento de um /ocus de maior efeito ou de 3 a 14 loci,
interagindo para causar fenda (40).

A identificacdo de genes envolvidos na etiologia das FOT ¢é baseada em estudos com
modelos animais (41), de associagao e ligacdo, e analise de genes candidatos (1, 2). Esse empenho

pode ser observado na vasta lista de genes relacionados as FOTs (Tabela 1).
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Tabela 1. Relag@o de genes envolvidos na etiologia das FOTs. Dados de estudos com modelos
animais, analise de expressdo, ligagdo ou associacdo e mutacOes descritas (alteracdes

citogenéticas envolvendo o locus do gene, delecdes ou duplicagdes envolvendo o gene ou

mutagoes de sequéncia patogénicas).

Analise
Gene Locus | Fung¢io | Modelo da Ligacdo ou | Mutacio Referéncias
Animal | expressido | Associacio | descrita
BCL3 | 19q13.32 FT - - + - 20, 42,43, 44, 45
BMP4 | 14q22.2 FC + + + - 1, 46,47, 48, 49,
50
FGF8 10q24 FCF + + - + 4,51,52,53,54
FGFRI | 8pll.2 FCF/R + - + + 20, 54, 55
FOXEI 9q22 FT + + 20, 56, 57, 58, 59
GLI2 2q24 FT + + - + 58, 60
IRF6 1q32.2 FT + + + 1,4,20,59,61,
62, 63, 64
JAG2 14932 FT + + + + 58, 65, 66, 67
MSX1 4pl6.2 FT + + + + 1,4, 20,38, 58,
68, 69, 70
MSX2 5q35.2 FC + - - + 58,71
P63 3928 FT + + + + 4,20,72,73,74
PVRLI | 11g23.3 AC - + + + 20, 75, 76,77, 78,
79
RARA 17q21 SC + + + - 20, 80, 81, 82, 83
SATB2 2q33 FT + + - + 58, 84, 85, 86
SHH 7q36 H + + - - 4,53,87
SKI 1p36.3 FC + + + + 58, 88, 89
SPRYI 4q28.1 FC + + - - 90
SUMO1 2q33 U + + - + 91,92,93,94,95
TBX22 | Xq21.1 FT + + + + 4,20,96,97,98
TGFA 2p13 FC - + + + 4,20, 64,77, 94,
99, 100, 101, 102
TGF-b3 14q24 FC/T + + + + 20, 69, 103, 104,
105, 106, 107, 108

Legenda: FT: fator de transcricdo, FC: fator de crescimento, FCF: fator de crescimento de
fibroblasto, FCF/R: receptores de crescimento de fibroblasto, AC: adesao celular, SC: sinalizacao

celular, H: Hedgehog, U: ligase de ubiquitina, FC/T: fator de crescimento transformador.
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Considerando o fenoétipo de modelos animais, o padrao de expressdo e estudos de ligagdo
e/ou associacgdo, Vieira et al. (58) analisaram, através de sequenciamento direto, um total de 20
genes candidatos (FOXEI, GLI2, ISGF3G, JAG2, LHXS, MSX2, NATI, OSR2, P63, PAX9,
SATB2, SKI, SPRYI, SPRY2, TBXI1, TBX10, TGFA, TGFBI, TGFB3 ¢ TGFBRI) em 184
individuos com FL/P nao-sindromica e historia familial positiva para fenda. Foram encontradas
256 alteragdes de sequéncia, sendo que em nove genes (FOXEI, GLI2, JAG2, LHXS, MSX2,
SATB2, SKI, SPRY2? e TBXI0), 15 alteragdes foram consideradas como tendo potencial
patogénico. No caso do gene MSX]I, foi avaliada apenas a mutagdo P147Q), descrita anteriormente
por Suzuki et al. (109). Tal alteracao foi encontrada em dois dos 1098 casos de FL/P avaliados
para esta mutagdo, mas ndo foi observada em 1600 controles analisados. Ao final do estudo, os
autores sugerem que, em conjunto, mutagdes de sequéncia nos genes FOXEI, GLI2, MSX2, SKI,
SATB2, e SPRY2 contribuem com 6% dos casos de FL/P, especialmente nos casos com fendtipo
mais grave ou com recorréncia familiar.

Neste contexto, a revisdo de Vieira (39) estimou a porcentagem de contribuigdo de
determinados genes para as FOTs. A contribuicdo do gene /RF6 foi estimada em 12% (110),
mutacdes nos genes descritos por Vieira et al. (58) contribuem para aproximadamente 6% dos
casos, mutagdes no gene MSX! contribuem para 2% (111, 112) e mutagdes nos genes FGFs para
3% do total dos casos de fenda (54).

Entre os genes descritos, alguns merecem destaque e serdo descritos a seguir.

Gene IRF6

O gene [RF6 (interferon regulatory factor 6) pertence a uma familia de fatores de
transcri¢do composta de nove genes com um dominio de ligagdo ao DNA altamente conservado do
tipo hélice-alga-hélice ¢ um dominio menos conservado de ligacdo as proteinas (C-terminal) (113).

Este gene, mapeado na regido cromossomica 1q32.2, apresenta nove exons (Figura 4), sendo
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destes sete exons transcritos e traduzidos que produzem uma proteina de 467 residuos, segundo a
construcdo gendémica hgl8 (Human Genome Building NCBI36).

B I D P
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Figura 4. Estrutura do gene /RF6: sete exons traduzidos ressaltados em vermelho (codigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000367021 [hgl8]).

Kondo et al. (13) conduziram andlises de expressdo gé€nica em camundongos, € essas
demonstraram que os transcritos do gene [RF6 apresentam altos niveis de expressdo nas
prateleiras palatais antes e durante a fusdo, e também nos brotos dentérios, foliculos capilares,
genitalia e pele. Tal padrao de expressdo esta em concordancia com o fenotipo das sindromes de
Van der Woude (SVW) e Pterigeo Popliteo (SPP), anteriormente associadas ao locus deste gene
(114, 115). Camundongos mutantes para o gene /7f6 apresentaram anormalidades na pele, maxila,
membros, auséncia de orelhas e fenda de palato secundario (62).

No mesmo trabalho, Kondo et al. (13) descrevem as primeiras mutagdes encontradas no
gene IRF6 em SVW. Inicialmente, pelo estudo de um par de gémeos monozigdticos com fenotipo
discordante, a mutagdo Glu92X foi encontrada apenas no individuo afetado pela sindrome de
SVW do par de gémeos. Os pais (ndo afetados) também ndo apresentaram esta alteracdo. Em
seguida, outras mutagdes foram identificadas em 45 familias com individuos portadores das SVW
e em 13 familias com SPP. Dentre as familias de SVW com mutagdes encontradas, o fendtipo de
FOT apresentou-se variado, havendo ocorréncia de individuos com FL e FP na mesma familia.
Posteriormente, inumeros trabalhos também relataram mutagdes no gene /RF6 em casos de
pacientes com as SVW e SPP que apresentavam tanto FL/P como FP (116, 117, 118, 119, 120,
121).

Nos trabalhos de Zucchero et al. (110) e Pegelow et al. (122), mutagdes patogé€nicas nao

foram encontradas no gene /RF6 em individuos com FOT ndo-sindromica. Entretanto, muta¢des
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em duas familias segregando FL e FP ndo-sindromica foram reladas por Rutledge et al. (123).
Além disso, em familias segregando tanto FL/P como FP em casos de SVW com auséncia de
fossetas labiais quatro mutagdes no gene /RF6 foram descritas por Jehee et al. (124), sendo apenas
trés exons deste gene avaliados neste estudo.

Tanto em estudos de ligagdo como associa¢do em individuos com fenda néo-sindromica,
resultados positivos para o gene /RF6 foram encontrados em varias populagdes, como chinesa
(125), caucasoide e espanhola (126), italiana (61), chilena (127), e também na populagdo da
América do Sul, incluindo a brasileira (63). Destaca-se o trabalho de Zucchero et al. (110), o
primeiro a associar o polimorfismo V2741 a FOT ndo-sindromica em diferentes populagdes

incluindo a brasileira ¢ a filipina.

Gene FOXE1

O gene FOXE1, também conhecido por TTF-2 (¢thyroid transcription factor 2), ¢ membro
da familia forkhead (referindo-se ao dominio de ligagdo ao DNA altamente conservado), da qual
muitos sdo reguladores chave no desenvolvimento embrionario (128). Localizado em 9q22, este
gene apresenta apenas um exon codificante de uma proteina de 373 aminoacidos (hgl8),

representado na figura abaixo.

I 345 kb Forward sirand fme—
| E— |
Figura 5. Estrutura do gene FOXEI: um exon parcialmente traduzido ressaltado em vermelho

(codigo do Ensembl Genome Browser ENST00000375123 [hgl8]).

A expressdo deste gene foi observada na tiredide e na glandula pituitaria anterior de ratos
(128), e no epitélio das proeminéncias nasais mediais e proeminéncias maxilares (129). A partir da
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analise de embrides humanos e tecidos fetais, observou-se a expressdo do gene FOXEI nos
primordios da tiredide, no epitélio orofaringeal e timo (130).

Camundongos com auséncia de expressdo do gene Foxel (Foxel-null) exibem FP e
também tem falta ou posi¢ao anormal da tiredide (131). Recentemente, o papel do gene FOXEI no
controle da expressdo dos genes MSXI e TGF-b3 e, consequentemente, na palatogenése, foi
observado em experimentos com camundongos deficientes para este gene, que apresentaram
redugdo drastica da expressdo dos genes Msx/ ¢ Tgf-b3 nas prateleiras palatinas antes da fusdo das
mesmas (132).

Mutacdes no gene FOXE] foram descritas em pacientes que, em comum, apresentavam
FP e agenesia de tiredide (56, 57, 133), e também em um individuo com FL/P nao-sindromica
(58). A associagdo e/ou a ligacdo deste gene mostraram-se significativas em casos de FL/P ou FP

ndo-sindrémica (59, 129).

Gene GLI2

O gene GLI2 (GLI family zinc finger 2), mapeado em 2ql4, pertence a uma familia de
genes do tipo zinc-finger (134). Pela construgdo genomica NCBI36 (hgl8), este gene apresenta
quatro transcritos diferentes, por mecanismo de splicing alternativo. A figura 6 mostra a
representacdo esquematica do gene, com nove exons traduzidos que codificam uma proteina de

aproximadamente 1257 residuos.

Figura 6. Estrutura do gene GLI2: os nove exons traduzidos estdo destacados em vermelho

(codigo do Ensembl Genome Browser ENST00000341310 [hgl8]).

48



Os genes GLII, GLI2 e GLI3 apresentam expressdo em varios tecidos de origem
ectodérmica e mesodérmica ¢ também nas células da crista neural (135). Alteragdes no sitio de
fosforilagdo do gene GIli2 causam, em camundongos, defeitos do tubo neural e anomalias
craniofaciais (136). A presenca de anomalias esqueléticas, FP, dentes andomalos e alteracdes de
membros em camundongos mutantes para o gene G/i2 ressaltam o papel deste como um dos
fatores de transcrigdo envolvidos na expressdo do gene SHH em vertebrados (60).

Mutagdes no gene GLI2 sdo comumente encontradas em individuos com espectro de
holoprosencefalia associada a FL/P (137, 138, 139). Entretanto, alteracdes neste gene também
foram encontradas em individuos com quadro de FL/P e alteracdes hormonais da glandula
pituitaria (140), individuos com altera¢Ges craniofaciais ¢ FL ou FL/P (141) e portadores de FL/P

nao-sindromica (58).

Gene MSX2

O gene MSX2 (msh homeobox 2), localizado em 5q35.2, pertence a uma familia de genes

do tipo homeobox (142). Este gene apresenta dois exons parcialmente traduzidos (Figura 7) que

codificam uma proteina de aproximadamente 267 aminoacidos (hg18).

' 633 kb Forward sirmnd fe—
| '
Figura 7. Estrutura do gene MSX2: dois exons com as por¢des traduzidas destacadas em vermelho

(cédigo do Ensembl Genome Browser ENST00000239243 [hgl8)).

Modelos animais mutantes para este gene apresentam alteragcdes de ossificacdo do cranio
(143) e fenotipo de craniossinostose (144). Ratos portadores da mutagdo P148H apresentam

hipoplasia mandibular, FP, exencefalia e fenda facial mediana (71). Mutagdes nesse gene foram
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descritas em pacientes com craniossinostose (145, 146) e em individuos com FL/P ndo-sindromica

(58).

Gene SKI

O gene SKI (V-SKI avian sarcoma viral oncogene homolog), classificado como um proto-
oncogene, foi descoberto por sua homologia ao oncogene viral de sarcoma aviario (147). Mapeado
na regido 1p36, apresenta sete exons traduzidos (figura 8) que codificam uma proteina de 728

residuos.

:I//i'o? Kb Forward simnd e—
Figura 8. Estrutura do gene SKI: sete exons traduzidos destacadas em vermelho (cddigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000378536 [hgl8]).

A fung@o de repressdo deste gene sobre a sinalizagdo do gene TGF-beta (148, 149) e sua
participacdo no desenvolvimento do tubo neural e na diferenciagcdo muscular (150, 151) sdo
conhecidas. Trabalhos com modelos animais demonstraram que o gene Ski ¢ essencial para o
desenvolvimento embriologico geral, ja que camundongos com auséncia deste gene (Ski -/-)
apresentam altos indices de letalidade perinatal, além da ocorréncia de alteragcdes como hipertrofia
muscular, maxila anormal, fenda facial variando de fenda facial frontonasal completa a fenda
mediana nasal e labial e defeitos de tubo neural. Estes trabalhos também evidenciaram que a
correta expressao deste gene é necessaria para a morfogénese da face e do cérebro (88, 89).

A delecdo do gene SKI/ em individuos com a sindrome de delegdo 1p36 sugere a
contribuicdo do mesmo para o fendtipo desta sindrome, particularmente para a presenca de fenda
facial (89). Okamoto et al. (152) descrevem uma crianga com delec¢do na regido 1p36 envolvendo

o gene SKI apresentando cardiopatia congénita, hipotonia e alteracdes faciais como microcefalia,

50



hipertelorismo, hipoplasia facial e deformacdo nasal com FL. A presenca de uma mutacao neste
gene em um individuo americano com FL/P e a associagdo deste gene com FL/P na populagdo
filipina foram descritas por Vieira et al. (58). O locus deste gene também apresentou evidéncias de

ligacdo em familias com FL/P ou FP ndo-sindrémica de origem européia (153).

Gene SATB2

Os genes SATB2 (special at-rich sequence-binding proteinsat 2) e SATBI constituem uma
classe diferenciada de genes do tipo homeobox (84). Localizado na regido 2q33, o gene SATB2 ¢
composto de 13 exons dos quais 10 sdo traduzidos (Figura 9) que codificam uma proteina de 733

residuos.

M~ A~ M
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Figura 9. Estrutura do gene SATB2: 10 exons traduzidos destacadas em vermelho (codigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000260926 [hg18]).

Este gene tem importante papel durante a diferenciagdo do cortex neuronal,
especificamente pela funcdo de modulacdo da estrutura da cromatina (85, 154, 155). Sua
expressdo foi observada predominantemente no cérebro e nos rins e, em menor escala, no timo e
testiculos (86), nas prateleiras palatinas (84) e nas proeminéncias frontonasal, maxilar e
mandibular (85).

Camundongos mutantes para o gene Sarb2 exibem alteragdes craniofaciais incluindo
micrognatia, microcefalia, FP e alteragdes na diferenciacdo dssea (85, 86). Fenodtipo semelhante ¢
visto em humanos com alteragdes neste gene. Delecdes envolvendo o gene SATB2 foram

associadas a pacientes com quadro dismorfico, FP, dificuldades de aprendizado e atraso no
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crescimento (156, 157). Mutagdes de sequéncia no gene SATB2 foram descritas em pacientes com
fenotipo de FP, assimetria mandibular e retardo mental (158), ¢ em um paciente com FL/P ndo-

sindromica (58).

Gene SPRY]

O gene SPRYI (sprouty homolog 1), mapeado em 4q28.1, apresenta dois transcritos

diferentes, ambos com dois exons (hgl8), sendo que apenas um deles codifica uma proteina de

319 aminoacidos (Figura 10).

Figura 10. Estrutura do gene SPRYI: um exon traduzido destacado em vermelho (codigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000394339 [hg18]).

Por processos de clonagem, trés genes homologos em humanos foram identificados:
SPRYI1, SPRY2 e SPRY3 (159). A proteina SPRY desempenha um papel de antagonista (inibidora)
dos fatores de crescimento de fibroblasto (FGF) (159, 160, 161). A expressdo do gene Spryl ¢
vista na crista neural, face, membros, dentes e pulmdes, (162, 163) e o padrao mutante deste gene
em ratos resulta em fenda facial, FP, alteragcOes durante a formacdo nasal e ossos frontais, como
também defeitos cardiovasculares (90). Em humanos, at¢ o momento, ndo foram descritas

mutacdes nesse gene.
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Gene MSXI

O gene MSX1 (msh homeobox 1), localizado em 4p16.2, pertence a uma familia de genes
do tipo muscle segment homeobox (142). Este gene apresenta dois transcritos diferentes, ambos
com dois exons parcialmente traduzidos (hgl8) que codificam uma proteina de 303 residuos

aminoacidos (Figura 11).

Figura 11. Estrutura do gene MSXI: dois exons com suas porgdes traduzidas destacadas em

vermelho (codigo do Ensembl Genome Browser ENST00000382723 [hgl18]).

O nome desta familia de genes deriva do conhecido papel destes na miogénese
embrionaria (164, 165). Modelos animais com auséncia do gene Msx/ apresentam FP, anomalias
craniofaciais, anomalias do desenvolvimento dentario (68) e alteragdes na ossificagdo dos 0ssos
cranianos (166). A expressdo deste gene é observada no mesénquima das prateleiras palatinas em
desenvolvimento e ¢ necessaria para a correta expressdo dos genes Bmp4, Bmp2 e Shh (167). A
ocorréncia de FP em camundongos mutantes evidenciou a interacdo entre os genes Pax9 e Msx!
durante o desenvolvimento do labio superior (168). Além destas, a intera¢do entre os genes MSX]
e IRF6 (169) e a modulagdo do gene MSXI pelo gene SUMO! (170) foram descritas.

Mutagdes no gene MSX1 foram relatadas por varios autores em casos de FL/P ou FP nio-
sindrémica (58, 109, 111, 112, 171), em familias segregando FL/P e FP com agenesia dentaria
(14) e em familias com hipodontia e FL/P (172). Existem, ainda, evidéncias da ligacdo e de

associacdo deste gene com FOT (107, 173).
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Genes FGFS8 e FGFRI

A familia dos fatores de crescimento de fibroblastos (FGFI-FGF10 ¢ FGF16-FGF23)
apresenta alta homologia na estrutura génica e na sequéncia de aminoacidos entre as espécies de
mamiferos. Os FGFs possuem alta afinidade pelo sulfato de heparina, necessaria para a ligagdo e
ativacdo dos receptores de FGFs. Existem sete receptores de tirosino-quinases principais,
codificados por quatro genes (FGFRI-FGFR4), que interagem com os FGFs ¢ desempenham um
importante papel durante o desenvolvimento embrionario (54, 174).

O gene FGFS$ (fibroblast growth factor 8), mapeado em 10q24, ¢ composto por seis exons

traduzidos (Figura 12) e codifica uma proteina de 244 residuos (hg18).
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Figura 12. Estrutura do gene FGFS§: seis exons com suas por¢des traduzidas destacadas em

vermelho (codigo do Ensembl Genome Browser ENST00000320185 [hg18]).

O gene FGFRI (fibroblast growth factor receptor 1), localizado em 8p11.2, apresenta 11
transcritos diferentes, por mecanismo de splicing alternativo. Este gene possui 18 exons (Figura

13) dos quais 17 codificam u ma proteina de 822 aminoacidos.
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Figura 13. Estrutura do gene FGFRI: 17 exons traduzidos destacadas em vermelho (codigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000341462 [hgl8]).

O padrao témporo-espacial de expressdo do gene FGF§ sugere seu envolvimento na
gastrulagdo, desenvolvimento do cérebro e do coracdo, organogénese dos membros, face e labio,

na esqueletogénese e palatogénese (51, 52, 53, 175, 176, 177, 178, 179, 180). Com relacdo ao
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gene FGFRI, sabe-se de seu papel na ossificacdo craniana, no desenvolvimento das estruturas
craniofaciais e na palatogénese (181, 182, 183).

A sindrome de Kallmann caracterizada por hipogonadismo, surdez, sindactilia, FL/P ¢
agenesia dental estd relacionada principalmente a mutagdes no gene FGFRI (55, 184, 185).
Entretanto, tem se relatado também o envolvimento do gene FGFS8 em casos desta sindrome (186,
187, 188, 189). Mutagdes no gene FGFRI1 sdo frequentes em casos de craniossinostose (190, 191,
192). Além disso, mutagdes também foram encontradas em casos de FL/P e FP nao-sindrémica

(54) e, no gene FGF$, em casos de FL/P ndo-sindromica (54, 193).

Gene P63

O gene P63 (tumor protein p63) codifica um fator de transcri¢do que pertence a familia do

gene TP53 (194, 195). Localizado em 3q28, este gene apresenta sete transcritos diferentes, sendo

composto 14 exons traduzidos (Figura 14) codificantes de uma proteina de 680 residuos (hgl8).

I 26582 Kb Foreard simnd me—

Figura 14. Estrutura do gene P63: 14 exons traduzidos destacados em vermelho (cddigo do

Ensembl Genome Browser ENST00000264731 [hgl8]).

O gene P63 ¢ altamente expresso nas células da pele, lingua, glandulas mamarias e
esofago. Durante o desenvolvimento embrionario de ratos, a expressdo deste gene € observada nas
células progenitoras da epiderme (196). Animais mutantes exibem defeitos nos membros,
epiderme e defeitos craniofaciais, com destaque para presenga de FL/P (197, 198). O espectro

fenotipico das sindromes humanas causadas por mutagdes no gene P63 ¢ semelhante em
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camundongos (72, 73, 74, 199, 200, 201, 202, 203). Poucos relatos de mutagdes neste gene foram
associados a FL/P ou FP ndo-sindromica (204, 205).

Como exposto, o padrdo de expressdo, os resultados de estudos de ligagdo e/ou associagdo
e o fendtipo de modelos animais com mutagdes nos genes IRF6, FOXEI, GLI2, MSX2, SKI,
SATB2, SPRYI, MSXI, FGF8 ¢ FGFRI evidenciam a importancia da analise destes em casos de

FOT, bem como a indicagdo de analise do gene P63 em casos sindrémicos especificos.

2.6. Evolucio das ferramentas de investigacdo: da citogenética classica a citogenética
molecular e biologia molecular

Nos tltimos 50 anos, desde que o niimero correto de cromossomos da espécie humana foi
descrito, inumeras alteragdes cromossomicas tém sido associadas a doengas genéticas. As
primeiras descobertas envolvendo cromossomos inteiros, tais como trissomia 21 e monossomia do
X, deram inicio a citogenética clinica. Posteriormente, a introdugdo das técnicas de bandamento
possibilitou a identificacdo de alteracdes cromossOmicas estruturais, tais como delecdes,
translocagdes ¢ insergdes. Ainda, o aperfeigoamento das preparagdes cromossomicas, incluindo as
técnicas de alta resolucdo, melhorou significativamente o diagnostico citogenético. Entretanto,
mesmo com técnicas de alta resolugdo, ndo era possivel a identificagdo de alteracdes
cromossdmicas menores que 4 Mb (206, 207).

O advento da citogenética molecular no final da década de 80, com a introdugdo da técnica
de hibridacdo in situ fluorescente (FISH — Fluorescence in situ Hybridization) (208), permitiu a
caracterizacdo de rearranjos cromossdmicos de origem desconhecida e a identificacdo de varias
sindromes de microdele¢do em individuos com fendtipos especificos, como exemplo as Sindromes
Velocardiofacial, Prader-Willi, Angelman e Williams. Porém, a principal limitagdo desta técnica &
a necessidade de se saber qual /ocus deve ser testado, baseado em uma hipdtese diagnoéstica, visto

que apenas um ou poucos /oci podem ser testados por experimento (207, 209).
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A necessidade de se avaliar o genoma todo em um Unico experimento levou ao
desenvolvimento de outras técnicas baseadas em hibridacdo com fluorescéncia, como FISH
multicor (M-FISH) e cariotipagem espectral (SKY), utilizadas principalmente para a detecgdo de
alteracdes balanceadas, e a hibridagdo gendmica comparativa (CGH — Comparative Genomic
Hybridization), que permite identificar ganhos ¢ perdas de segmentos cromossomicos com uma
resolugdo de 5 — 10 Mb (210). A baixa resolugdo levou ao desenvolvimento da técnica de CGH
baseada em arrays (array-CGH) capaz de analisar o genoma todo em Unico experimento com
resolugdo muito maior que a CGH classica (207), considerada uma das revolucdes na area da
genética (211).

O principio da técnica de array-CGH é similar ao empregado na técnica de CGH
convencional, sendo duas amostras de DNA marcadas em diferentes cores fluorescentes ¢ co-
hibridadas, ndo mais em metafases normais como na CGH, mas em sequéncias de DNA fixadas
em uma lamina. Esta técnica foi descrita primeiramente por Solinas-Toldo et al. (212) e Pinkel et
al. (213), que demonstraram ser esta uma eficiente ferramenta para a deteccdo de desequilibrios
gendmicos no DNA humano. A técnica de array-CGH foi empregada largamente no diagndstico
de pacientes com retardo mental e (ou) anomalias congénitas multiplas (214, 215, 216, 217).

Posteriormente, diferentes grupos trabalharam no aperfeicoamento da produgdo de arrays
e dos protocolos de hibridacdo e andlise dos resultados (218, 219). Estes protocolos aplicados a
clinica revelaram, em pacientes com transloca¢do equilibrada por caridtipo, alteragdes
cromossOmicas submicroscopicas relevantes em um dos pontos de quebra (220, 221, 222).

Inicialmente, os trabalhos utilizavam arrays de BAC (Bacterial Artificial Chromosomes).
Atualmente, diversos tipos de arrays ja foram desenvolvidos e estdo disponiveis comercialmente.
A maioria destes ¢ produzida com oligonucleotideos, o que aumentou consideravelmente a
resolugdo e reprodutibilidade dos experimentos. Os arrays diferem principalmente na cobertura
que oferecem do genoma (dependendo do nimero ¢ espagamento entre os oligonucleotideos no

array), no tamanho dos oligonucleotideos e no tipo de analise. Com relagdo aos procedimentos de
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hibridagdo, os arrays diferem em hibridacdo comparativa e hibridagdo apenas da amostra teste,
sendo o tltimo denominado de técnica de hibridagdo gendmica em arrays (aGH). Cada plataforma
tem suas vantagens ¢ desvantagens, ¢ a escolha dos arrays depende dos objetivos especificos de

cada estudo (223).

2.6.1. Variacdes do genoma humano

As variagdes do genoma humano apresentam-se de varias formas, desde variagdes
cromossdmicas microscopicamente visiveis a alteragcdes em um tnico nucleotideo (SNP). Os SNPs
sdo caracterizados por mutacdes de ponto que alteram um nucleotideo por outro numa mesma
posicdo do genoma (alelos) e que possuem uma frequéncia maior que 1% na populagdo humana
(224). O numero estimado de SNPs no genoma humano, conforme ultima atualiza¢ao da base de
dados dbSNP do NCBI (ENTREZ SNP), ¢ de 23 milhdes. Os estudos sobre a importancia e o papel
dos SNPs, principalmente os nao-sinénimos, na susceptibilidade a doengas ou sobre a relacdo
destes com o desenvolvimento de sindromes genéticas sdo intimeros e ganharam maior
embasamento com os resultados das pesquisas do consorcio internacional HapMap (225).

A utilizacdo das técnicas de array para a analise de individuos fenotipicamente normais
levou a descoberta de extensos rearranjos genomicos, compreendendo delegoes ou duplicagdes
que variam em tamanho de alguns Kb a até 1Mb. Estas alteragoes foram denominadas varia¢ao no
numero de copias de segmentos de DNA do genoma humano (do inglés Copy Number Variations
— CNV) (226, 227). Em aproximadamente 12% do genoma humano, mais de mil CNVs foram
caracterizadas pela abundancia de sequéncias funcionais (228, 229). Dados mais recentes de 2010
da Database of Genomic Variants (DGV) relatam a ocorréncia de CNVs em mais de 15.000 loci
gendmicos.

As variagdes gendmicas, incluindo as CNVs, podem ocasionar variagcdes fenotipicas que
estdo dentro da normalidade (230) ou também condi¢des patogénicas. As CNVs podem afetar a

dosagem de um gene, alterar a expressdo génica (como, por exemplo, CNVs que afetam genes que
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codificam fatores de transcricdo) ou causar a disrup¢ao da sequéncia génica codificante (229, 231,
232). Assim, caracterizar as variagdes no DNA que contribuem para o desenvolvimento de uma
doenga ou sindrome se tornou um dos principais objetivos da genética humana. Identificar os loci

envolvidos requer a avaliacdo, em larga escala, das variagdes na sequéncia do DNA gendmico.

2.6.2. Investigacao de CNVs na génese das FOTs: importancia das técnicas de array

As técnicas de array mostraram extensa aplicagdo, incluindo a caracterizagdao com alta
resolucdo de aberragdes cromossOmicas humanas, a identificagdo de desequilibrios gendmicos em
diversos grupos de pacientes até entdo sem diagnostico, a descricdo de novas sindromes de
microdelegdo, ¢ até mesmo a descoberta de novos genes envolvidos em doengas. No caso das
FOTs, evidenciou ainda mais a complexidade genética envolvida na etiologia desse grupo de
anomalias craniofaciais.

Em um dos primeiros trabalhos com a metodologia de array-CGH, CNVs em individuos
com FOT sindromica e nao-sindromica foram identificadas (233). Dentre os casos sindromicos,
uma delegdo de novo de 2,7Mb na regido 22q11.2 foi detectada em um individuo clinicamente nédo
diagnosticado como portador de uma das sindromes de delecao 22q11.2. Em cinco de 18 pacientes
com fenotipo da SVW foram encontradas dele¢des na regido 1g32.2, incluindo o gene /RF6.
Dentre os casos nao-sindromicos, foi encontrada uma delecdo de novo de 3,2Mb na regido
6925.1-25.2 em um individuo com FL/P e em um individuo com FL foi encontrada uma dele¢ao
de 2,2Mb na regidao 10q26.11-26.13 de heranga materna (mae com FL). Os genes ESRI ¢ FGFR2
localizados respectivamente nas regides 6q25.1-25.2 e 10q26.11-26.13 foram apontados como
genes candidatos responsaveis pelo fendtipo observado. Por meio dos resultados encontrados,
Osoegawa et al. (233) puderam concluir que a técnica de array-CGH ¢ um método eficiente para a
identificacdo de novos /oci cromossdmicos e genes candidatos para FOTs.

Estudos posteriores descreveram CNVs envolvendo genes apontados como possivelmente

responsaveis pela ocorréncia de FOT em pacientes com quadros sindromicos. A delecao de 800kb
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na regido 19q13.32 evidenciou o gene SAE], ja que este tem funcdo de atividade enzimatica junto
ao gene SUMOI (234). Os genes DLX1/DLX2 foram apontados como candidatos em um caso de
delegdo em 2qg31.1 (235). Ambos codificam fatores de transcrigdo envolvidos no desenvolvimento
craniofacial (236). Delecdes na regido 20pl12.3, envolvendo o gene BMP2 expresso no
mesénquima palatal (237, 238), foram encontradas em quatro paciente com FP (239). Ja em um
estudo com FOT nao-sindromica, a aplicagdo da técnica de array confirmou as delegdes nos genes
TBX1 e TFAP2A, consideradas potencialmente patogénicas (240).

A aplicacdo das técnicas de array também tem se mostrado importante para o melhor
delineamento de casos de translocagdes cromossomicas. Dave et al. (241) descreveram um familia
segregando uma translocagdo t(14;21)(q21.2;g21.2) em que a técnica de array-CGH permitiu a
caracterizacdo com maior precisdo dos pontos de quebra nos individuos com translocagdo
equilibrada; e também a detec¢do de um segmento duplicado em 14g21 ¢ um segmento deletado
em 2121, derivados da translocacdo, nos individuos com anomalias fenotipicas, sendo um deles
portador de FP, alteracdes faciais e retardo do desenvolvimento. Também utilizando array-CGH,
as alteragdes derivadas de uma translocagdo (3;22) puderam ser investigadas em um paciente com
quadro de FL/P sindromica (242). A delecdo de ~8Mb em 3p25.3-pter e de ~3Mb em 22q11.1 sdo
condizentes com o gendtipo observado. J4& no caso de uma traslocacio complexa
t(1;10;5)(q32;p12;931), a técnica de array confirmou que o desequilibrio ocorreu apenas em um
dos cromossomos envolvidos (delegdo 10p). O paciente apresentava FL/P, dismorfismos faciais e
retardo mental (243).

Tendo em vista a complexidade dos fatores genéticos envolvidos na etiologia das FOTs,
este estudo buscou contribuir no entendimento da génese deste grupo de defeitos congénitos

aplicando diferentes abordagens laboratoriais.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Este projeto teve como objetivo geral investigar os fatores genéticos envolvidos na

etiologia das FOTs em um grupo de pacientes sindromicos € ndo-sindromicos.

3.2. Objetivos especificos

1. Investigar a presenga de CNVs, por meio da técnica de aGH, em individuos com FOT

sindromica ou nao-sindrémica.

2. Comparar CNVs detectadas com os genitores e familiais dos individuos afetados.

3. Investigar a presenca de mutagdes nos genes IRF6, FOXEI, GLI2, MSX2, SKI, SATB2, SPRY]1,

MSXI1, FGF8 e FGFRI por meio de sequenciamento direto.

4. Investigar casos especificos por meio de analises complementares.
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4. Casuistica

O convite para participacdo neste estudo foi realizado para as familias e individuos
cadastrados no Projeto Cranio-face Brasil atendidos no Ambulatéorio de Dismorfologia
Craniofacial do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp); um caso
foi proveniente do Servigo de Genética Clinica do Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes —
HUPAA/Universidade Federal de Alagoas (Maceid-AL) e um outro caso do Departamento de
Genética Molecular da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto -FAMERP (Sao José do
Rio Preto-SP).

A avaliacao clinica, realizada por médico geneticista, seguiu a rotina padrao dos servigos,
constando de: anamnese especifica com coleta de dados gestacionais e pessoais, levantamento da
historia familial, exame fisico e coleta de sangue para realizacdo do exame de caridtipo
(bandamento G). Em dois casos (paciente 9 e 21) foram identificadas alteragcdes cromossdmicas
estruturais.

A casuistica contabilizou 23 individuos portadores de FOT (13 do sexo masculino e 10 do
sexo feminino). Conforme os aspectos embriologicos (FL/P ¢ FP) e apresentagdo clinica

(sindromico e ndo sindromico), os casos foram divididos em 4 grupos:

Grupo 1: 13 casos de FL/P sindromica, familial ou esporadica (1 caso com recorréncia familiar)
Grupo 2: 6 casos de FL/P ndo sindromica, familial ou esporadica (2 casos com recorréncia
familiar)

Grupo 3: 3 casos de FP sindromica, sendo todos esporadicos

Grupo 4: 1 caso de FP ndo sindromica com recorréncia familiar

A descrigdo detalhada dos portadores e a classificagdo encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Dados clinicos dos pacientes com FOT.

ID | Sexo Tipo de Grupo Lo, Aspectos faciais e cranianos Outros achados
fenda Cariotipo
Pescocgo alado, peito escavado, fovea
Occipital plano, implantacdo baixa dos cabelos na | coccigea, espinha bifida, clinodactilia e
fronte, hipoplasia malar, orelhas de implantagao sindactilia em maos e clinodactilia e
1 F FL/P 1 46, XX . . . . R ,
baixa e dismorficas, sinofre, fendas palpebrais braquidactilia em pés, manchas
obliquas para cima, narinas assimétricas, filtro puntiformes hipocrémicas difusas,
labial longo e fino, tivula bifida hipotrofia muscular generalizada
Hisurtismo om fronte, imp lgntagao (}OS cz}belos na Escoliose, braquidactilia de membros
nuca baixa, orelhas de implatagdo baixa e . . . : )
2 FL 1 46, XY . ~ . superiores, criptorquidia, cardiopatia
M dismorficas, malformacao auricular, fendas .
. , . congenita
palpebrais obliquas para cima
Mamilos hipoplasicos, aumento da
3 M FL/P 1 46, XY Pregas epicanticas distancia intermamilar, prega palmar
unica completa direita e esquerda
B.raqulcefa.ha, occipital planp, front'al abaula%o, RDNPM., aumento da distancia
hidrocefalia, glabela proeminente, implantagao . . . o ~ .
4 F FL 1 46, XX . . . intermamilar, clinodactilia em maoes, pé
baixa das orelhas, hipertelorismo ocular, pregas lano
epicanticas, base nasal alargada, retrognatismo P
Aumento da distancia intermamilar,
Implantagdo baixa das orelhas, fendas palpebrais maos fendidas, pé torto congénito,
5 M FL 1 46, XY obliquas para baixo, base nasal alargada, hipoplasia de artelhos, hipotonia
retrognatismo cervico-escapular, agenesia bilateral de
tibia, hipotonia muscular
6 M FL/P 1 46, XY Pregas epicanticas, fenda; palpebrais obliquas Clinodactilia em maos, esplenomegalia,
para baixo cardiopatia, RDNPM
Occipital proeminente, frontal alto, implantagao ~ .
Pele fina com lesdes eritemato-
alta dos cabelos na fronte, face alongada, crostosas. cabelos finos. esparsos ¢
7 F FL/P 1 46, XX hipoplasia malar, hipertelorismo ocular, > » &SP
. . . quebradicos, dentes conicos e
blefarofitalmia, atresia dos dutos lacrimais, s .. .
. . . deficiéncia auditiva progressiva
hipoplasia maxilar
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Orelhas de implantacdo baixa e dismorficas, face

Cardiopatia congénita, RDNPM,
disturbios de comportamento, baixa

8 FL/P 46, XX alongada, ptose palpebral, microcefalia, . . .
. estatura, hipoacusia neurossensorial
prognatismo .
profunda, escoliose
46’X'X’ () Orelhas de implantacao baixa, pregas epicanticas, Clinodactilia em maos, assimetria de
(p10;p10) pat, . ] . . o ~
9 FL 9gh-+pat fendas palpebrais obliquas para cima, narinas membros inferiores, alteragdo de
16gh-+mat [50] assimétricas pigmentag¢do no torax, RDNPM
Macrocefalia, occipital plano, frontal alto e
10 FL 46, XX abaulado, 111'1p1antag:ao~ alta Flos cabelos na fropte, _
orelhas de implantagdo baixa, orelhas com pits
préauriculares, nariz bifido
11 FL/P 46, XX -- RDNPM
Epicanto, orelhas de implantagdo baixa e Fovea sacral, braquidactilia em pés,
12 FL/P 46, XY p D p ¢ clinodactilia em maos, pregas
dismorficas, pescogo curto . L -
interfalangeanas distais superficiais
13 FL/P 46, XY -- --
14 FL 46, XY -- --
15 FL 46, XY -- --
FLe
16 palatal 46, XY -- --
submucosa
17 FL 46, XY - -
18 FL/P 46, XY -- --
19 FL 46, XX = —
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Legenda. RDNPM: retardo do desenvolvimento neuropsicomotor; pat: paterna; mat: materna; t: tranlocagao; ins: insergao.

Representagdo do grupo 1 Representagdo do grupo 2 . Representagdo do grupo 3 . Representagio do grupo 4

70



Dentre os casos sindromicos, o paciente 20 foi diagnosticado com suspeita da Sindrome
Pterigeo Poplideo e, o paciente 5, apresentou anomalias de membros incluindo maos fendidas e
FL, cujo diagndstico diferencial com a sindrome EEC (do inglés Ectrodactyly, Ectodermal
dysplasia, Cleft lip/palate) foi considerado. Os outros pacientes da amostra apresentavam FOT e
outros sinais clinicos sem um padrdo sugestivo de sindrome conhecida.

Para analise das CNVs, outros 46 individuos, entre genitores e familiares dos afetados
foram incluidos no estudo. Para os casos esporadicos, foram coletadas amostras do afetado e seus
genitores formando-se trios, com excecdo dos casos 14 ¢ 20 em que foram coletados apenas
amostras do individuo afetado e de outros casos em que foram coletados apenas amostras do
afetado e de sua mée. Nos casos familiais, foram coletadas amostras dos afetados e também de
individuos ndo afetados dentro da familia.

Além disso, formou-se um grupo de 20 individuos controle da populagdo do estado de Séo
Paulo composto por individuos sem histéria de FOT em trés geracdes da familia. Estes foram
voluntarios aceitos no estudo apos realizagdo de heredograma pela pesquisadora responsavel ou
colaboradores no estudo.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FCM/Unicamp (processo
714/2008) (Anexo I). Apoés a anuéncia do participante ou de seu responsavel, foi solicitada a

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo II).
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5. Métodos

Neste estudo foram utilizadas as técnicas de aGH e sequenciamento automatico. Para
complementar a investigacdo de um caso especifico, foram utilizadas as técnicas de FISH e
MLPA.

O exame caridtipo e a FISH foram realizadas no Laboratorio de Citogenética Humana do
Departamento de Genética Médica, da Faculdade de Ciéncias Médicas/Unicamp.

As técnicas de aGH, MLPA e sequenciamento automatico foram realizadas no Laboratorio
de Genética Molecular do Departamento de Genética Médica, da Faculdade de Ciéncias
Médicas/Unicamp.

As etapas finais da técnica de aGH (hibridagdo, lavagem e escaneamento) foram
realizadas no Laboratério de Microarranjos do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron

(Campinas/SP).

5.1. Extracao de DNA genémico

Foram coletados 10 ml de sangue periférico em tubos conicos, contendo 1,0 ml de EDTA
(etilenediaminotetracetato dissodico 2H,0) 10% pH 8,0 como anti-coagulante. A extragdo de
DNA das amostras foi feita seguindo dois procedimentos: por meio do kit comercial QIlAamp
DNA Blood Midi Kit (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA) e através do método do fenol-

cloroformio descrito por Aratijo et al. (244).

5.2. Técnica de aGH
Para a realizagdo desta técnica foi utilizado o GeneChip Genome-Wide Human SNP Array
6.0 (Affymetrix®) e o kit de reagentes compativel Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty Assay Kit

5.0/6.0 (Affymetrix®), seguindo as recomendacdes do fabricante. Este chip contém mais de
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906,600 SNPs baseados no HapMap Project utilizados para analise de perda de heterozigosidade
nesse estudo, e mais de 946,000 sondas de oligonucleotideos para detecgdo de CNV's.
O protocolo, com duragdo de cinco dias, se divide em 10 etapas que serdo descritas

resumidamente a seguir:

Dia 1
1. Dilui¢do das amostras de DNA
As amostras foram diluidas com tamp@o TE com EDTA reduzido para a concentragdo de

50 ng/pl e volume de 10 pl.

2. Digestao das amostras com as enzimas Nspl e Styl

Para cada amostra, foram feitas duas reacdes de digestdo separadamente utilizando as
concentragdes recomendadas das enzimas de restricdo (1 ul), tampdes compativeis (2 pl), BSA
(0,2 pl) e agua (11,55 pl). As reagdes foram processadas em um aparelho termociclador
(Mastercicler Gradiente Eppendorf®) com um programa de ciclagem de 37°C 120 minutos; 65°C

20 minutos.

3. Reagdo de ligacdo com adaptadores para Nspl e Styl
Em seguida, a reagdo de ligagdo utilizando adaptadores especificos (0,75 ul), tampao (2,5
pl) e enzima T4DNA ligase (2 pl) foi processada em aparelho termociclador (Mastercicler

Gradiente Eppendorf®) com programa de ciclagem de 16°C 180 minutos; 70°C 20 minutos.

4. Amplificacdo dos fragmentos por PCR
As reacoes foram diluidas com 75 pl de agua e, para cada amostra, 7 aliquotas de 10ul
foram transferidas para uma nova placa. Em seguida, realizou-se a amplificagdo dos fragmentos

digeridos pela técnica de amplificagdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os seguintes
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reagentes: agua (39,5 pl), tampdo especifico (10 pl), G-C Melt (20 ul), ANTP (14 pl), primer (4,5
ul) e TITANIUM Taq (2 ul). O procedimento foi feito em aparelho termociclador (Mastercicler
Gradiente Eppendorf®) com um programa de ciclagem de 94°C 3 minutos; 94°C 30 segundos,
60°C 45 segundos, 68°C 15 segundos por 30 vezes; 68°C 7 minutos. Ao término da reacao,
realizou-se a eletroforese em gel de agarose 2% para verificagdo do padrdo de fragmentos de 200 a

1100pb (Figura 15).
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Figura 15. Exemplo do padrdo dos produtos de PCR. Visualiza¢do em gel de agarose 2% (Fonte:
manual Genome Wide SNP Array 6.0). M: marcador de peso molecular 100pb.

Dia 2
1. Purificagdo

Para a purificacdo das amostras amplificadas utilizaram-se reagentes como beads
magnéticas e etanol em um procedimento baseado em repetidas centrifugacdes e uma “rack”
magnética. Ao final, as amostras foram avaliadas quanto a concentragdo (ideal entre 4500 a 7000
ng/ul) e a pureza foi observado pelas relagdes de absorbancia (A260/280 entre 1,8 € 2,0 e A320 <

0,1).

Dia 3
1. Fragmentagdo
Para a fragmentacdo dos produtos amplificados as concentragdes recomendadas de dgua

(6,45 ul), tampao especifico (0,75 ul) e enzima DNAase de fragmentagdao (0,3 pl) foram
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adicionadas. Em um aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) com programa
de ciclagem de 37°C 35 minutos; 95°C 15 minutos, deu-se o processamento. Ao término da
reagdo, a eletroforese em gel de agarose 3% verificou o padrdo de fragmentos menores que 180pb

(Figura 16).
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Figura 16. Exemplo do padrdo dos produtos da fragmentagdo. Visualizagdo em gel de agarose 3%

(Fonte: manual Genome Wide SNP Array 6.0). M: marcador de peso molecular 50pb.

2. Pré-marcagdo do DNA

Logo em seguida, a reagdo de preparacdo para marcacdo foi feita utilizando as
concentragdes recomendadas tampao TdT (14 ul), DNA Labeling Reagent (2 pl) e enzima TdT
(3,5 pl) e através de um aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) com um

programa de ciclagem de 37°C 4 horas; 95°C 15 minutos.

Dia 4
1. Hibridagdo

Adicionou-se as reagdes um mix de hibridagdo composto de nove reagentes: MES (12 pl),
denhardt’s solution (13 pl), EDTA (3 ul), HSDNA (3 ul), OCR (2 ul), Human Cot-1 DNA (3 ul),
tween-20 (1 pl), DMSO (13 pl) e TMACL (140 pl). Em seguida, foi feita a desnaturagdo em

aparelho termociclador (Mastercicler Gradiente Eppendorf®) a 95°C por 10 minutos. As amostras,
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aplicadas aos chips, foram colocadas no forno de hibrida¢do por 16 horas (temperatura 50°C e

rotacdo 60 rpm).

Dia 5
1. Lavagem

Apbs a hibridagdo, os chips passaram pela estacdo de lavagem (GeneChip Fluidics Station
450, Affymetrix®) que realiza automaticamente um processo de injecdo de solugdes para remover

residuos em excesso.

2. Escaneamento

Por fim, os chips foram escaneados pelo GeneChip®™ Scanner 3000 7G (Affymetrix®).

5.2.1. Analise dos dados
5.2.1.1. Qualidade dos experimentos

A anélise das imagens escancadas de cada chip foi feita através do programa GeneChip®
Operating software (GCOS) (Affymetrix®). Nesta andlise visual, € possivel verificar o padrdo das
sondas controle dispostas nas extremidades de cada chip a fim de se verificar a qualidade da
hibridacao do experimento.

Pelo programa Genotyping Console® (Affymetrix®) dois pardmetros, o call rate e o
contast gc (CQC), permitem o acesso aos padrdes de qualidade. A eficiéncia da genotipagem de
cada experimento de array € indicada pelo call rate. O valor minimo aceito de call rate ¢ de 86%,
segundo o frabricante do chip. O indice CQC mede a intensidade dos picos dos alelos dos SNPs
genotipados em forma de um grafico. Amostras com alta qualidade produzem graficos com picos
bem definidos e separados. Tais dados também podem ser verificados pela média do CQC, que

deve ser maior que 1,7.
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5.2.1.2. Analise das CNV’s

Os softwares Genotyping Console 4.0 (Affymetrix®) ¢ Nexus Copy Number 5.1
(BioDiscovery®) foram utilizados para o calculo da intensidade de hibridagdo das sondas com o
objetivo de analisar o nimero de copias de cada locus génico.

O programa Genotyping Console 4.0 (Affymetrix®) calcula a presenca de CNVs baseado
no algoritmo matematico Birdseed. Primeiramente, foi criado um arquivo de referencia de CNVis
com os dados da genotipagem dos 20 individuos controle da populagdo brasileira. Em seguida,
cada caso teve seu perfil de CNVs determinado por comparagao da intensidade de sinal das sondas
contra o grupo de referéncia.

Os dados foram observados em forma de grafico contendo log2 ratio e cnstate (CN). O
cnstate se refere ao numero de copias de cada regido, sendo: CN=2 regido com niimero normal de
copias; CN>2 (CN=3 ou CN=4) regido com duplicagdo; ¢ CN<2 (CN=1 ou CN=0) regido com
delecdo. Foi delimitado que apenas as CNVs maiores que 100kb seriam visualizadas através de
uma tabela gerada pelo software contendo os resultados dos cnstates. Entretanto, para os genes de
interesse desse estudo realizou-se uma analise mais detalhada através da visualiza¢do dos graficos
de log?2 ratio e cnstate para observagao de alteragdes menores que 100kb.

Ja o programa Nexus Copy Number 5.1 (BioDiscovery®) calcula o numero de copias a
partir de algoritmos baseados em Cadeia de Markov Oculta e em CBS (circular binary
segmentation). Neste programa, os dados do projeto HapMap foram utilizados como referéncia
para comparagdo com os dados das amostras. Dados de log2 ratio também sdo gerados e
visualizados em graficos.

Cada regido de CNV foi avaliada quanto a presenga de genes, descricdo em individuos
controle e descricdo em individuos com fendtipo anormal através de pesquisa nas seguintes bases
de dados:

e Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org)

e National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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e Database of Genomic Variants (DGV, http://projects.tcag.ca/variation)
e UCSC Genome Bioinformatics (http://genome.ucsc.edu/)
e Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl

Resources (DECIPHER, http://www.sanger. ac.uk/PostGenomics/decipher/)

Considerando os resultados laboratoriais e as pesquisas em base de dados, a relevancia das
CNVs (> 100kb) encontradas foi baseada em determinados parametros (Figura 17), conforme

adaptacdo dos métodos de analise propostos em publicagdes anteriores (245, 246, 247, 248, 249):
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Figura 17. Fluxograma com os pardmetros considerados para a analise de CN/Vs.
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5.3. Triagem de mutacio dos genes candidatos
5.3.1. Desenho dos oligonucleotideos

Para a confeccdo dos pares de oligonucleotideos, utilizados na amplificagdo dos genes
candidatos, o programa Gene Runner (Hastings Software Inc., Hastings, NY, USA) foi escolhido,

seguindo as seguintes recomendagdes de Mc Pherson e Moller (250):

e Tamanho de 18-30 nucleotideos
e Sequéncias ndo capazes de formar estruturas secundarias

e Pares de primers com temperaturas de anelamento semelhantes

As sequéncias de referéncia para a confeccdo dos oligonucleotideos e a delimitacdo dos
fragmentos de interesse foram retiradas da base de dados Ensembl Genome Browser segundo a
construcdo gendmica hgl8 (Human Genome Building NCBI36).

Os fragmentos de interesse analisados destes genes foram todos os exons transcritos e
traduzidos, com exe¢do do gene FGFRI em que apenas trés exons previamente descritos com
mutagdes em casos de FL/P ndo sindromica (54) foram analisados. Deste modo, mutacdes nas
regides 5’UTR (regido ndo traduzida) que poderiam afetar a transcri¢do génica ou mutagdes em

regides intronicas nao foram avaliadas.

5.3.2. Amplificacio dos fragmentos de interesse

A partir do DNA genomico, a técnica de PCR foi realizada para amplificagdo dos
fragmentos de interesse, sendo analisados todos os exons traduzidos e as jungdes exon-intron de
cada gene. A visualizagdo dos fragmentos amplificados foi realizada através da eletroforese em gel
de agarose 1%.

Para a padronizagdo da amplificagdo dos fragmentos de interesse, foram utilizados

protocolos basicos e ciclos de temperatura ja anteriormente estabelecidos em nosso laboratoério,
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variando apenas a quantidade de cloreto de magnésio e DMSQ,. O protocolo para uma reagao
incluiu tampao (10X), MgCl, (25 uM), dNTP (2 uM), primers (5 pmoles), DMSO,, Tag DNA
Polimerase (5 U), DNA (200 ng/uL) e agua até completar o volume final de 15 ul. No caso de
determinados fragmentos ricos em pares de base GCs, as reacdes de amplificacdo foram
padronizadas utilizando o kit Tag DNA Polymerase (Qiagen Inc., Valencia, CA, EUA). Este kit

possui o reagente O-solution, aditivo utilizado para melhorar a reagdo de PCR.

As sequéncias dos oligonucleotideos, o tamanho dos fragmentos e as temperaturas

padronizadas para amplificacdo de cada gene estdo descriminados no anexo IIL

Os programas de ciclagem de temperatura, touchdown e gradiente, utilizados para

amplificacdo dos fragmentos estdo esquematizados nas figuras 18 e 19.
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Figura 19. Ciclo gradiente.
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5.3.3. Sequenciamento automatico

Todos os fragmentos obtidos foram diretamente sequenciados. Na primeira etapa, os
produtos de PCR passaram por um processo de purificagdo com a enzima Exo-Sap (GE™) com o
intuito de se remover restos de oligonucleotideos, DNTPs, e outros reagentes que pudessem afetar
a qualidade da reacdo de sequenciamento.

Em seguida, utilizou-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied
Biosystems®) para realizacdo da reagdo de sequenciamento. O protocolo incluiu tampdo de
sequenciamento 5 X, big dye termination, PCR, primer (5 pmoles) e H,0.

O procedimento foi realizado em um aparelho termociclador com programa de ciclagem

especifico (Figura 20).
33 cclos
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Figura 20. Ciclo utilizado na reac@o de sequenciamento.

Posteriormente, as reagcdes foram purificadas utilizando-se isopropanol e etanol, também
para remover as impurezas que poderiam afetar a qualidade da reacdo de sequenciamento.

Por fim, os fragmentos foram submetidos a um sistema de eletroforese capilar no
equipamento Applied Biosystems 3500x] Genetic Analyzer® de 24 capilares para determinagdo da

sequéncia linear.
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A analise dos resultados foi feita com o auxilio do programa Chromas Lite™ para a
visualizag¢do da sequéncia linear dos eletroferogramas e com o auxilio do programa Gene Runner®
para comparar as sequéncias obtidas com as postadas como referéncia em base de dados. As
alteracdes encontradas foram pesquisadas no site do NCBI, Ensembl Genome Browser ¢ HGMD

(Human Genome Mutation Database).

5.3.4. Testes in silico

Alteracdes ndo sindnimas, que causam substitui¢do de um unico aminoacido na sequéncia
protéica, podem ou ndo alterar a fungdo e a estrutura da proteina. O uso de algoritmos
computacionais pode auxiliar na estimativa dessas altera¢des (251).

Para a analise das alteragdes ndo sindénimas encontradas foram utilizados os seguintes
testes in silico: escala Grantham, Panther, PolyPhen, SIFT ¢ SNP&GO.

A escala Grantham (252) calcula o efeito da substituigdo de um aminodcido na
conservagdo da estrutura protéica, considerando a composicao, a polaridade e o volume molecular
de cada aminoacido. Segundo a interpretagdo dessa escala por Li et al. (253), a substituigdo de um
aminoacido pode ser considerada ‘“conservativa” (valores entre 0-50), “moderadamente
conservativa” (valores entre 51-100), “moderadamente radical” (valores entre 101-150) e “radical”
(valores acima de 151), de acordo com as diferencas fisico-quimicas.

O programa Panther (http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.jsp) estima o efeito
patogénico de uma substituicdo de aminoacido em uma determinada proteina considerando a
funcdo desta proteina na escala evolutiva. Baseado em Cadeia de Markov Oculta, o programa
calcula o escore subPSEC (Substitution Position-Specific Evolutionary Conservation). Valores de
subPSEC menores que -3 permitem considerar a substituicao deletéria (254).

O PolyPhen (http://genctics.bwh.harvard.edu/pph/) estima o efeito da troca de
aminoacidos em uma proteina, considerando o nivel de conservacdo da sequéncia entre genes

homologos e a proximidade da substituicdo a dominios funcionais e estruturais da proteina (255).
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Os resultados do escore, segundo Xi et al. (256), sdo classificados em “provavelmente deletério”
(> 2.00), “possivelmente deletério” (1.50-1.99), “potencialmente deletério” (1.25-1.49),
“limitrofe” (1.00-1.24) ou “benigno” (0.00-0.99).

O programa SIFT (http://sift.jcvi.org/) estima se a substituicdo de um aminoécido afeta a
funcdo de uma proteina através do alinhamento de sequéncias protéicas homoélogas, baseando-se
na premissa de que aminoacidos importantes estardo conservados entre sequéncias de uma familia
protéica (257). Segundo a classificagdo proposta por Ng e Henikoff (258) e Xi et al. (256), as
variantes sdo classificadas em “ndo tolerantes” (escore entre 0.00-0.05), “potencialmente nao
tolerantes” (escore 0.051-0.10), “limitrofes” (escores entre 0.101-0.20) e “tolerantes™ (escores
entre 0.201-1.00).

A ferramenta SNPs&GO (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go/) estima o
efeito na proteina em “neutro” ou “deletério” por um escore baseado em informac¢des do GO
(gene ontology) e estima uma média de confiabilidade de 0 a 10 (258). O projeto GO caracteriza
os genes quanto ao papel destes em processos biologicos, produgdo de componentes celulares e
fun¢do molecular da proteina codificada (259).

O nivel de concordancia entre os resultados da escala Grantham e dos algoritmos
PolyPhen e SIFT ¢é de 88,1% (251). Segundo Thusberg et al. (260), dentre os testes Panther,
Polyphen, SIFT e SNP&GO, o programa SNPs&GO apresentou maior nivel de confiabilidade de

seus resultados.

5.4. Anilises complementares

No paciente 5 com suspeita clinica da sindrome EEC, a triagem de mutagdes foi especifica
para o gene P63 (protocolo - Anexo III).

Com relagdo ao paciente 21, para a caracterizagdo do desequilibrio genomico identificado
pelo exame de caridtipo e pela aGH, as técnicas complementares FISH , MLPA ¢ o

sequenciamento do gene PAX6 (protocolo - Anexo III) foram realizadas. Os oligonucleotideos
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para a amplificagdo do gene PAX6 foram cedidos pela Profa. Dra. Maricilda Palandi de Mello do

Centro de Biologia Molecular ¢ Engenharia Genética (CBMEG) da Unicamp.

5.4.1. FISH

A técnica de FISH foi feita a partir de suspensdes celulares obtidas por meio de cultura de
linfocitos. O método utilizado foi baseado no protocolo descrito por Pinkel et al. (208), com
pequenas modificagdes, utilizando a sonda comercial locus especifica MD IGF1R (15q26)/15q11
(Poseidon™).
Foram analisadas 20 metafases por amostra em um microscopio de fluorescéncia BX51-

BF-1I/BX2 da Olympus® com filtros de fluorescéncia adequados. As imagens foram capturadas

utilizando o software FISHView da Applied Spectral Imaging®.

5.4.2. MLPA
A técnica de MLPA foi realizada segundo o protocolo original descrito por Schouten et al.
(261), com pequenas modificagdes, utilizando o Kit P250-A1 DiGeorge (MRC-Holland MLPA®).
As andlises de qualidade dos resultados foram realizadas com o sofiware MegaBACE™
Fragment Profiler. Em seguida a analise dos dados foi feita no programa Excel (Microsoft®), em

macros especificos fornecidos on line pelo fabricante do kit de MLPA (MRC-Holland®).
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6. Resultados

6.1. Investigacdo das CNVs
6.1.1. Qualidade dos experimentos de aGH

Todos os individuos da casuistica foram analisados pela técnica de aGH. Apds o
processamento, verificou-se a qualidade dos experimentos. A andlise do escaneamento dos chips
foi feita através do programa GCOS (Affymetrix®). Por esta analise visual, constatou-se
problemas de hibridacdo em 2 chips. Os outros chips apresentaram um padrdo visual dentro do
esperado. Apos a repeticdo dos experimentos com as amostras dos pacientes em que os chips
apresentaram problemas, o resultado foi satisfatorio.

Pelo programa Genotyping Console” (Affymetrix®) os parimetros de qualidade foram
observados pelos dados do call rate e CQC. Os valores de call rate de todos os experimentos,
ficaram acima de 93%, muito além do minimo indicado pela fabricante que ¢ de 86% e com
relagdo ao indice CQC, os chips apresentaram o valor minimo ou acima do esperado. Assim, todos

os chips puderam ser processados para analise de CNVs.

6.1.2. Analise das CNVs

De um modo geral, os resultados entre os dois programas utilizados foram semelhantes.
Utilizando o programa Genotyping Console” (Affymetrix®), foi encontrado nos portadores de
FOT um total de 332 CNVs (>100kb), distribuidos por praticamente todos os cromossomos. Por
paciente, a média foi de 14 CNVs sendo as duplicagdes mais frequentes que as delecdes (207
duplicagdes, 125 delegdes) (Tabela 3). Nenhum padrdo de recorréncia relevante de CNVs foi

encontrado entre os individuos portadores de FOT.
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Tabela 3. Resumo das CNVs encontradas na presente amostra de individuos com FOT.

Nimero de Nimero de
ID Tipo de fenda Grupo | Total de CNVs duplicacoes delecdes
1 FL/P 1 17 5 12
2 FL 1 12 5 7
3 FL/P 1 20 19 1
4 FL 1 8 4 4
5 FL 1 46 43 3
6 FLP 1 18 14 4
7 FL/P 1 8 3 5
8 FLP 1 7 4 3
9 FL 1 12 4 8
10 FL 1 10 9 1
11 FL/P 1 13 8 5
12 FL/P 1 10 8 2
13 FL/P 2 10 2 8
14 FL 2 11 2 9
15 FL 2 13 9 4
16 | FL e palatal submucosa 2 18 13 5
17 FL 2 13 7 6
18 FL/P 2 12 9 3
19 FL 2 14 6 8
20 FP 3 14 3 11
21 FP submucosa 3 9 5 4
22 FP submucosa 3 13 8
23 FP 4 24 17 7
Legenda: Representacao grupo 1 Representagdo grupo 2

. Representagao grupo 3 . Representacao grupo 4

Com relagdo as CNVs ndo descritas em individuos normais na base de dados DGV,
considerando CNVs no mesmo sentido (duplicacdo ou dele¢do), foram encontras 16 em um 10
pacientes (Tabela 4). Todos os genes localizados nessas regidoes foram pesquisados em bases de
dados Ensembl Genome Browser ¢ NCBI, para analise de sua fungdo, padrdo de expressdo e

associacao com condig¢des patogénicas.
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Tabela 4. Resumo das CNVs nédo descritas na base de dados DGV.

Origem
Tipo (mat/pat) ou Presentes
ID | Grupo | (Del/Dup) | Tamanho | Localizagio de novo Genes afetados DECIPHER
TCEB3, LYPLA2, GALE,
HMGCL, FUCA, CNR2,
2 1 Del 270kb 1p36.11 paterna PNRC2, SRSF10 (FUSIP) Sim
3 1 Dup 125kb 10933.33 materna CYP2C9 Sim
5 1 Dup 176kb 1g32.3 de novo? RPS6KC1 Nao
5 1 Dup 112kb 3g21.3 materna ISY1, CNBP Nao
5 1 Dup 119kb 14923.3 de novo? FUTS Nao
5 1 Dup 122kb 17q11.2 de novo? TAOK1 Nao
6 1 Dup 114kb 4pl15.2 de novo? PI4K2B Nao
8 1 Del 119kb 2q32.3 materna Ndo tem genes Nao
10 1 Del 113kb 10g25.1 materna Ndo tem genes Sim
13 2 Del 120kb 3q22.1 paterna KRBOXI e FAM1984 Nao
13 2 Dup 212kb 18g22.3 materna FAM69C e CNDP2 Nao
16 2 Dup 135kb 8p23.3 de novo Nao tem genes Nao
22 3 Del 154kb 4q32.2 materna FSTLS Nao
22 3 Du 120kb 8p22 materna C8orf79, DLCI Sim

Legenda: de novo?: refere-se a pacientes em que a origem da CNV ndo pode ser avaliada em um

dos genitores; del: delecdo, dup: duplicagéo.

Representagdo grupo 1

. Representagdo grupo 4

Representacdo grupo 2 . Representacao grupo 3
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Todas as regides de CNVs foram observadas com relagdo a presenca ou ndo de sequéncias
codificantes. Aproximadamente 150 CNVs envolviam genes descritos na base de dados do
Ensembl Genome Browser. Em seguida, informagdes sobre os genes foram pesquisadas na base
de dados NCBI. Assim, considerando também os outros parametros de analise descritos no item
5.2.1.2 dos “métodos”, destacou-se uma CN} encontrada em um dos pacientes da amostra.

O paciente 2 (FL sindrémica) apresentou uma delecdo de 270kb (Figura 21a) envolvendo
76 marcadores na regido 1p36.11 (23903625- 24173440 [hgl8]). O resultado foi concordante entre
os dois softwares utilizados. Esta regido de CNV engloba oito genes, com destaque para o gene
TCEB3 (Figura 21b). O caso 4661 do DECIPHER apresenta uma delecdo de novo de 1.88Mb,
envolvendo este mesmo gene, em um paciente com FP sindrémica. A regido especifica deste gene
ndo estd documentada em controles na base de dados DGV. Entretanto o pai do paciente 2, que

ndo apresenta fenda visivel, possui a mesma alteracdo.
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Figura 21. Delecdo 1p36.11 no paciente 2. A) Perfil de hibridagdo do cromossomo 1
evidenciando (circulo preto) a redu¢do no nimero de cdpias de um seguimento de 270kb
(localizagdo genomica 23903625- 24173440 [hg18]). Quadrante superior mostra o grafico com os
valores do log2ratio (-1) e o grafico abaixo mostra os valores do CNstate (1). B) Ideograma do
cromossomo 1 indicando a regido deletada (retangulo vermelho) com a apresentacdo dos genes

contidos nesta regido com destaque para o gene 7TCEB3 (fonte: Ensembl Genome Browser).

6.1.3. Analise de CNV’s nas regioes dos genes candidatos

Nas regides dos genes de interesse avaliados neste trabalho, alteragdes menores que 100kb
foram analisadas pelo software Genotyping Console 4.0 (Affymetrix”), com excegdo dos genes
FOXEI e FGFS8 por ndo apresentaram marcadores representativos de suas sequéncias no chip
utilizado.

O paciente 6 (FLP sindromica) apresentou um segmento de 96kb duplicado (38431900-
38441500 [hgl8]) envolvendo parte do gene FGFRI (intron 16 ¢ exon 17) (Figura 22). O
resultado foi concordante entre os dois softwares utilizados. A regido especifica deste gene ndo
esta documentada em controles na base de dados DGV e tal alteragdo nio foi herdada da mae do

paciente. Nao foi possivel avaliar o pai deste paciente.
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Figura 22. Duplicagdo 8pll.2 no paciente 6. A) Perfil de hibridagdo do cromossomo 8§
evidenciando (circulo preto) o aumento no numero de copias de um seguimento de 96kb
(localizagdo gendmica 38431900-38441500 [hg18]). Quadrante superior mostra o grafico com os
valores do log2ratio (1) e o grafico abaixo mostra os valores do CNstate (3). B) Ideograma do
cromossomo 8 indicando a regido duplicada (retdngulo vermelho) com destaque para o FGFRI

contido nesta regido (fonte: Ensembl Genome Browser).

O paciente 5 possui um quadro clinico de anomalias de membros incluindo maos fendidas
e FP, semelhante ao descrito em pacientes com mutagdes no gene P63 (72, 73, 74, 201, 203, 204,

262, 263). Assim, a regido 3q28, onde localiza-se este gene, foi avaliada para a alteragdes <
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100kb. Considerando a presenca de alteracdes Osseas, como hipoplasia de artelhos e agenesia
bilateral de tibia, as regides 1q42.2-q43, 2ql4.2, 2q31, 7q21.2-21.3, Xq26.3, 10q24— q25,
17p13.1-17p13.3 apontadas em artigos recentes como envolvidas na génese destas caracteristicas
(264, 265, 266) também foram analisadas. Nao sendo detectadas CNVs nessas regides, optou-se
por complementar a investigagdo com o sequeciamento do gene P63, ja padronizado no

laboratorio.

6.2. Estudo dos casos com aberra¢des cromossomicas

A paciente 9, foi diagnosticada com uma translocagdo t(4;5)(p10;p10) pela técnica de
cariotipo (Figura 23) herdada de seu pai. O perfil de hibridagdo dos cromossomos 4 e 5 pela
técnica de aGH ndo apresentou alteragdes no niimero de copias do DNA (Figura 24), confirmando

que esta translocagdo é realmente equilibrada.

Figura 23. Cari6tipo parcial (400-550 bandas) dos cromossomos envolvidos na translocagao da

paciente 9.
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Figura 24. Perfil de hibridagdo dos cromossomos 4 ¢ 5 do paciente 9. A) Perfil de hibridagdo do

cromossomo 4 ¢ B) Perfil de hibrida¢do do cromossomo 5 sem CNVs.

Com relag@o ao paciente 21, do sexo masculino, ja falecido, este apresentou no exame
dismorfologico fenda palatal submucosa, face alongada, hipertelorismo ocular, epicanto,
hipoplasia alar, nariz com ponta bifida e orelhas dismorficas. Dentre as altera¢des oftalmologicas
destacaram-se aniridia congénita bilateral, estrabismo e nistagmo. Além disso, o paciente também
apresentava alteracdes do trato urinario (hidronefrose), anomalia cardiaca (defeito de septo
interventricular) e retardo do desenvolvimento.

A analise do caridtipo havia revelado uma inser¢do intersticial no cromossomo 11,
entretanto pelo padrdo de bandas ndo foi possivel determinar a origem do fragmento inserido,
sendo o caridtipo 46,XY,ins(11;7)(p13;?)[20] e também, levantou a suspeita de um material

adicional no cromossomo 8 (Figura 25). A técnica de aGH revelou uma duplicagdo de 17Mb na
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regido 15g25-26 (81869248-98962477 bp [hgl8]) (Figura 26) e também uma duplica¢do de 3,8
Mb de sequéncia da regido 8p23.1 (8129435-11934586 bp [hgl8]) (Figura 27). Utilizando a
técnica de FISH com a sonda MD IGFIR (15q16)/15q11 (Poseidon™), a inser¢do do fragmento
duplicado do cromossomo 15 no cromossomo 11 foi confirmada (Figura 28), conduzindo o
resultado do caridtipo do paciente em 46,XY, der(11)ins(11;15)(p13;925q26). A duplicagdo de
3,8Mb na regido 8p23.1 foi confirmada pela técnica de MLPA utilizando o kit SALSA P250
(Figura 29).

A presenca de aniridia neste paciente indicou a analise mais detalhada dos dados de aGH
para a regido 11pl3, onde localiza-se o gene PAX6 cuja mutacdes estdo associadas a esta
anomalia. A triagem de muta¢des no mesmo ndo revelou alteracdes de sequencia. Como
observada na figura 30, detectou-se uma delecdo de aproximadamente 49 kb (31706160-31755245
[hg18]), envolvendo o gene ELP4, proxima ao gene PAXG6. Esta delecdo foi confirmada utilizando
outra plataforma do tipo array-CGH 4X180K (Agilent™) (Figura 31). Este tltimo experimento foi
realizado em parceria com o laboratério da Dra. Carla Rosenberg do Depto. de Genética e
Biologia Evolutiva do Instituto de Biociéncias da USP. A analise do cariétipo e array dos pais

deste paciente revelaram-se normais.
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Figura 25. Cariotipo parcial (400-550 bandas) dos cromossomos envolvidos (paciente 21). A)
translocacgdo intersticial do cromossomo 11p13. B) ambos os cromossomos 15 com padrao de

bandas normais. C) cromossomo 8 com segmento adicional no brago curto.
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Figura 26. Duplicagdo 15q25-26 no paciente 21. Perfil de hibridacdo do cromossomo 15
evidenciando (circulo preto) o aumento no numero de coépias de um seguimento de 17Mb
(localizagdo gendmica 81869248-98962477 [hgl18]). Quadrante superior mostra o grafico com os

valores do log2ratio (1) e o grafico abaixo mostra os valores do CNstate (3).
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Figura 27. Duplicagdo 8p23 no paciente 21. Perfil de hibridagdo do cromossomo 8 com destaque
(circulo preto) para o aumento no nimero de copias de um segmento de 3.8 Mb (localizacao
gendmica 8129435-11934586 [hgl8]). Quadrante superior mostra o grafico com os valores do

log2ratio (1) e o grafico abaixo mostra os valores do CNstate (3).
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Figura 28. Fotografia de uma metafase do paciente 21. Destaque (setas brancas) para as
marcacgdes da sonda MD IGF1R (15q26)/15q11. Os sinais verdes referem-se a regido controle da
sonda utilizada em 15ql1 indicando a presenca de dois cromossomos 15 normais. Os sinais
vermelhos da sonda referentes a regido 15q26 marcaram os dois cromossomos 15 ¢ também
hibridaram em outro cromossomo. Assim, devido a andlise anterior do cariétipo, conclui-se que

esta marcacdo tratava-se do fragmento duplicado do cromossomo 15 inserido no cromossomo 11 .
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Figura 29. Confirma¢ao da duplicagdo 8p23 no paciente 21 pela técnica de MLPA. Padrao de
resultado de duplicacdo das sondas PPPIR3B, MSRA e GATA4 (circulo vermelho) que
representam a regido 8p23.1 para o Kit P250-A1 — MRC-Holland®
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Figura 30. Delegao 11p13 no paciente 21. Perfil de hibridagdo do cromossomo 11 com destaque
(circulo vermelho) para a diminui¢do no nimero de copias de um segmento de 49kb (localizagdo
genomica 31706160-31755245 [hgl8]). Quadrante superior mostra o grafico com os valores do

log2ratio (-1) e o grafico abaixo mostra os valores do CNstate (1).

Figura 31. Confirmagdo da delecio 11p13 no paciente 21 pela plataforma Agilent®. Perfil de
hibridagdo do cromossomo 11 com destaque (seta vermelho) para a diminui¢do no niimero de

copias de um segmento de 49kb.

6.3. Analise dos sequenciamentos dos genes candidatos

A triagem dos genes candidatos ndo detectou alteragdes com potencial patogé€nico nos
seguintes genes: IRF6, MSX2, SKI, SATB2, SPRY1, e FGFRI. Entretanto, nestes e em outros
genes, a leitura dos sequenciamentos revelou alteragdes descritas como SNPs em bases dados

dbSNP do NCBI e Ensembl Genome Browser. A tabela 5 resume os polimorfismos encontrados.
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Tabela 5. Polimorfismos encontrados nos genes analisados.

ID Gene Posicao SNP Troca Aminoacido
1,20 IRF6 | Intron-Exon 3 GA019909 T>G UTR
1,3,4,7,17 IRF6 Exon 5 rs2013162 G>T Ser153Ser
1,20 IRF6 Exon 8 1s61099902 T>C Leu385Leu
3 IRF6 Exon 7 rs2235371 G>A Val2741le
13 FOXE1 Exon 1 rs3021523 >C Leul29Leu
1,2,17,20 FOXE1] Exon 1 rs3021524 C>A Alal68Ala
1,3,20, 14,16, 17, 23 FOXEI Exon 1 rs3021526 C>T Ser275Ser
9,13, 14,19 GLI2 Exon 14 rs3738880 G>T Serl156Ala,
7,13 GLI2 Exon 14 rs12711538 G>A Asp1306Asn
1,9, 16, 19, 20 GLI2 Exon 14 1s2278741 G>C UTR3’
1,2.3,13,14, 16, 19 MSX2 Exon 2 rs4242182 T>C Met129Thr
13, 14 SKI Intron-Exon 4 GA000110 G UTR
14 SKI Intron-Exon 5 GA000112 G UTR
. SATB?2 Exon 9 rs52837326 A>G Ser263Pro
15,19 SPRY] Exon 3 rs6815848 G>A Val85Val

Legenda: pacientes 1 a 12 pertencem ao grupo 1; pacientes 13 a 19 pertencem ao grupo 2;

pacientes 20 a 22 pertencem ao grupo 3; paciente 23 pertence ao grupo 4.

Alteracdes de sequéncia nao descritas em bases de dados foram encontradas nos genes

FOXEI, GLI2, MSX1 e FGFS8. Na tabela 6 encontra-se o resumo das variantes encontradas e os

resultados dos testes in silico para alteracdes ndo-sindnimas. Os testes in silico ndo foram

realizados na alteracdo encontrada no gene FOXEI, paciente 9, pois esta € sindnima.
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Tabela 6. Alteracdes ndo descritas em base de dados encontrados nos genes analisados.

SNPs&
ID| Grupo | Gene | vyriante | Escala Gratham Panther Polyphen SFIT GO
Moderadamente | Nao deletéria Neutra
conservativa (p-deleterius = Nao-tolerante | (confiabilidade
2 1 MSXI | Ala32Val (escore 64) 0,31541) Benigna | (escore 0,00) média = 1)
Moderadamente | Nao deletéria Neutra
conservativa (p-deleterius = Nao-tolerante | (confiabilidade
11 1 FGFS | Glu236Lis (escore 56) 0,09195) Benigna | (escore 0,00) média = 9)
Nao deletéria Deletéria
Conservativa (p-deleterius = Nao-tolerante | (confiabilidade
17} 2 GLI2 | Leu761Phe|  (escore 22) 0,37233) Benigna | (escore 0,00) | média = 10)

Legenda: Representagdo do grupo 1 Representagdo do grupo 2

> Gene MSX1

A troca 329C T (Ala32Val) ocorreu em heterozigose no exon 1 (Figura 32) do paciente

2 e ¢ de heranga materna.

Figura 32. Cromatogramas do gene MSX!. Sequéncia selvagem (a esquerda) e alterada (2 direita)

mostrando a alteracdo na posicdo 95 CDNA (GCC> GTC) (sequéncia referéncia
ENST00000382723 [hgl8]).

> Gene FOXEI1
A troca em heterozigose 748C T (Ala28Ala), no exon 1 (Figura 33) do paciente 9 ndo é

herdada por parte da mae. Nao foi possivel a investigacdo do genitor masculino.
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Figura 33. Cromatogramas do gene FOXEI. Sequéncia selvagem (2 esquerda) e alterada (a

direita) mostrando a alteragdo na posicdo 87 CDNA (GCC>GCT) (sequéncia referéncia
ENST00000375123 [hgl8]).

> Gene FGF8
Troca 765C = A (Glu236Lis), em heterozigose no exon 6 (Figura 34) do paciente 11 nao

¢ herdada por parte da méae (pai ndo avaliado).

Figura 34. Cromatogramas do gene FGFS. Sequéncia selvagem (a esquerda) e alterada (2 direita)

mostrando a alteracdo na posicdo 707 (CAG>AAGQG) (sequéncia referéncia ENST00000320185
[hgl8]).
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> Gene GLI2
Troca em heterozigose 2341C =T (Leu761Phe), exon 13 (Figura 35). Esta alteragdo no

paciente 17 é de heranca materna.
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Figura 35. Cromatogramas do gene GLI2. Sequéncia selvagem (a esquerda) e alterada (a direita)

mostrando a alteracdo na posicdo 2281 (CTC>TTC) (sequéncia referéncia ENST00000341310
[hg18])).
Com relagdo ao paciente 5, que apresentava suspeita clinica da sindrome de EEC,

o gene P63 foi sequenciado, no qual foi encontrada uma insergdo de 4 nucleotideos AGAG

antes de seu codon iniciador, na por¢ao nao traduzida do exon 1 (posicdo 71 da sequencia génica,

ENST00000264731 [hgl8]). Isto resultou em uma mutacdo do tipo frameshift (Figuras 36 ¢ 37).

Figura 36. Cromatograma evidenciando (seta vermelha) a insercdo de bases e a mutacdo

frameshift no gene P63.
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Figura 37. Cromatograma do fragmento clonado evidenciando a inser¢do das quatro bases

AGAG (quadrado vermelho) no gene P63.

Todos os resultados encontrados estdo resumidos na tabela abaixo.

Tabela 7. Sintese de todos os resultados encontrados.

Tipo de Triagem de Estudos
ID fenda Grupo Cariétipo aGH mutacoes futuros
1 FLP 1 46,XX Nenhum dado relevante SNPs Nao
SNPs ¢ mutagdo Sim
2 FL 1 46,XY Delegao 1p36.11 (gene TCEB3) gene MSX]
3 FLP 1 46,XY Nenhum dado relevante SNPs Nio
4 FL 1 46, XX Nenhum dado relevante SNPs Nao
5 FL 1 46,XY Nenhum dado relevante Mutagdo gene P63 Sim
Duplicagao 8p11.2 (gene
6 FLP 1 46, XY FGFRI) Sem alteragdes Sim
7 FLP 1 46, XX Nenhum dado relevante SNPs Nao
46, XX
8 FLP 1 Nenhum dado relevante Sem alteragdes Nao
46,XX, SNPs e alteracdo
t(4;5)(p10;p10)pat,9q sindnima gene
9 FL 1 h+pat,16gh+mat[50] Nenhum dado relevante FOXEI Nio
46, XX
10 FL 1 Nenhum dado relevante SNPs Nao
Mutacdo gene
11 FLP 1 46, XX Nenhum dado relevante FGFS8 Sim
12 FLP 1 46,XY Nenhum dado relevante Sem alteragdes Nao
13 FLP 2 46, XY Nenhum dado relevante SNPs Nao
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14 FL 2 46,XY Nenhum dado relevante SNPs Nao
15 FL 2 46, XY Nenhum dado relevante SNPs Nao
FL e palatal
16 | submucosa 2 46, XY Nenhum dado relevante SNPs Nao
SNPs e mutacdo
17 FL 2 46, XY Nenhum dado relevante gene GLI2 Sim
18 FLP 2 46,XY Nenhum dado relevante Sem alteragdes Nio
19 FL 2 46, XX Nenhum dado relevante SNPs Nao

Legenda:

Representacao grupo 1

Representagdo grupo 2

. Representacdo grupo 3 . Representagdo grupo 4
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7. Discussao

Os estudos dos fatores genéticos em FOT tém utilizado diferentes abordagens. Entre elas,
destacam-se os estudos populacionais com genes candidatos onde é possivel a realizagcdo de
analises estatisticas. No presente trabalho, optou-se por utilizar uma abordagem individualizada,
em que diferentes estratégias laboratoriais complementaram a avaliagdo clinica. Para tanto,
caracterizou-se a amostra a partir de bases embrioldgicas e classificagdo clinica do tipo de fenda e
formou-se grupo controle bem definido. A discussdo foi dividida em topicos para melhor

organizagao.

7.1. Caracterizacao da amostra

Considerando a divisdo em FL/P e FP, conforme os aspectos embrioldgicos conhecidos (1,
2) houve predominéncia de casos de FL/P (19 casos dos 23). Mesmo a casuistica sendo pequena, a
prevaléncia de FL/P esta em concordancia com outros estudos brasileiros (27, 267).

Com relacdo a apresentagdo clinica, os casos sindromicos (16 no total) foram mais
frequentes que os ndo-sindromicos (sete no total). No sentido correto, os termos sindrémico e nao-
sindromico se referem aos mecanismos genéticos envolvidos em anomalias (268). Entretanto, para
as FOTs observa-se a aceitag@o na literatura destes termos para se referir aos casos de fenda com
outras anomalias e aos casos de fenda com nenhuma outra anomalia presente, respectivamente.
Desse modo, estes termos foram usados no presente estudo. Porém, vale salientar que
recentemente sugeriram-se as designagdes associada/isolada ao se referir a presenca ou auséncia
de outras anomalias em casos de fenda, € os termos sindromica/ndo-sindromica ao se referir a
etiologia (268).

Durante a concepgao deste estudo, notou-se a necessidade da analise tanto dos portadores

de FOT como de seus respectivos genitores e, em casos familiais, de outros membros da familia.
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Tal maneira de se compor a amostra mostrou-se realmente justificada ao longo do estudo para a
avalia¢do do padrdo de heranga das CNVs e das alteragdes de sequéncia encontradas nos genes
investigados. Essa analise ndo foi possivel nos casos dos paciente 6 ¢ 9 para os quais foi realizada
apenas a coleta de material da mae. Nos casos familiais, o estudo de outros membros da familia
portadores de fenda e dos respectivos genitores evidenciou a auséncia de um padrdo de CNVs

relevante entre os individuos afetados

7.2. Investigacio genética das FOTs

A embriogénese humana requer um rigoroso controle da expressdo génica. A agdo
coordenada de multiplos genes e a ativagdo de uma cascata de sinalizacdo intracelular devem
ocorrer de maneira precisa para o desenvolvimento correto das linhagens celulares. Por causa
dessa complexidade, a base molecular que controla a embriogénese tem sido objeto de muito
interesse em biologia e genética do desenvolvimento.

Do mesmo modo, a formagdo dos labios e palato envolve processos embriologicos
regulados por varios genes. As estimativas apontam para a hipdtese do envolvimento de um locus
de maior efeito ou de 3 a 14 Joci interagindo para causar FOTs (40). Muito progresso tem sido
feito nos ultimos anos para se delinear os mecanismos genéticos envolvidos nas fendas.
Entretanto, muitos casos ainda permanecem sem etiologia esclarecida, evidenciando a necessidade
de estudos continuos com a finalidade de colaborar para o conhecimento e caracterizagdo de genes
(1, 2,12, 39).

Devido a abrangéncia gendmica da técnica de aGH, a aplicacdo desta no presente estudo
teve o objetivo de avaliar CNVs em pacientes com FOT buscando genes de interesse para futuros
estudos. Considerando também o papel na génese das fendas dos genes /RF6, FOXEI, GLI2,
MSX2, SKI, SATB2, SPRY1, MSXI1, FGF8 ¢ FGFRI (39, 58), seria oportuno realizar uma triagem
de mutacdes nesses genes em individuos com FOT. Esta estratégia mostrou-se acertada, visto que

ambos os tipos de investigacdo apontaram alteracdes de interessantes.
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Os resultados da triagem de CNVs ndo apontaram diferencas significativas entre os casos
sindromicos ¢ ndo-sindromicos. Esse fato deve-se principalmente ao fato de a amostra ser
pequena, o que nao nos permite sugerir uma analise diferencial entre os grupos sindromicos ¢ nao-
sindromicos. As alteragcdes de sequéncia encontradas nos genes candidatos ocorreram de maneira
aleatoria e cada uma se apresentou em apenas um paciente. Entretanto, considerando as
informacdes sobre a prevaléncia de mutacdes nesses genes em algumas sindromes com FOT,
sugere-se que a avaliagdo clinica detalhada em casos sindromicos direcione a investigagdo
laboratorial de genes especificos, caso haja dados para embasamento na literatura.

O paciente 2, apresentando uma CNV envolvendo o gene TCEB3 com potencial papel na
génese de fendas e uma alteragdo de sequéncia em um dos genes candidatos, exemplifica a
importancia de ambas as investigacdes no esclarecimento dos mecanismos etiologicos. Este
paciente pertence ao grupo 1 e apresenta um quadro de FL sidromica, em que se destaca a
ocorréncia de hirsutismo em fronte, orelhas de implatacdo baixa e dismorficas, escoliose,
braquidactilia de membros superiores, criptorquidia, cardiopatia congénita.

A CNYV, caracterizada por uma dele¢do na regido 1p36.11, envolveu oito genes: TCEB3
(NCBI gene ID: 6924, fator de enlogagdo), LYPLA2 (NCBI gene ID: 11313, codifica enzima
lipidica), GALE (NCBI gene ID: 2582, proteina codifica envolvida no metabolismo da galactose),
HMGCL (NCBI gene ID: 3155, codifica enzima mitocondrial), FUCAI (NCBI gene ID: 2517,
codifica enzima lisossomica), CNR2 (NCBI gene ID: 1269, receptor de agentes toxicos atuantes
no metabolismo neuronal), PNRC2 (NCBI gene ID: 55629, receptor de prolina), FUSIP ou
SRSF10 (NCBI gene ID: 10772, fator de transcri¢ao de arginina).

Dentre estes, destacou-se o gene TCEB3 (transcription elongation factor B3) que codifica
uma proteina de elongacdo tipo A, que consiste em uma subunidade do complexo de fator de
transcri¢do B dependente de RNA polimerase II. Essa proteina forma um complexo estavel com as
proteinas de elongac¢do do tipo B e C (subunidades de regulacdo) necessario para a correta

atividade de elongacdo durante a transcricao (269). Estudos protéicos evidenciam a interacao entre
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as proteinas de elongacdo B ¢ C com dominios de ligagdo do tipo SPRY (270). Além disso, tal
gene também se mostrou deletado em um caso com fenda sindrémica no DECIPHER (caso 4661)
e sua regido especifica ndo estd documentada em controles na base de dados DGV. Assim, esse
gene destacou-se como futuro candidato a ser investigado quanto ao envolvimento do mesmo na
etiologia das FOTs.

Esta CNV apresentou-se herdada de um genitor (pai) ndo afetado por FOT, fato que, em
teoria, ndo justificaria a ocorréncia de FOT no paciente, ja que a presenga em um individuo normal
aponta para variantes constitutivas sem consequéncias clinicas (247). Contudo, mecanismos como
recessividade, imprinting ou penetrancia incompleta poderiam explicar a presenca do fendtipo
apenas no paciente e auséncia nos genitores (271).

O paciente 2 também apresentou uma alteragdo de sequéncia no gene MSXI, Ala32Val de
heranca materna, ndo descrita em base de dados. Deste modo, pode-se levantar a hipdtese de que
ambas as alteragoes, no gene TCEB3 e no MSXI, afetaram os processos celulares durante o
desenvolvimento facial do paciente, o que seria condizente com idéia da interacdo de genes para o
desenvolvimento das FOT (40). Entretanto, é necessaria a confirmacdo desta CNV por uma técnica
independente e analise populacional da alteragdo em MSX/, além de estudos funcionais com as

proteinas codificadas por estes genes.

7.2.1. Estudo das CNV’s

A descoberta das chamadas variagdes no numero de copias (CNVs) é relativamente recente
e ocorreu principalmente em estudos com individuos fenotipicamente normais (226, 227). O termo
CNV ¢é comumente encontrado na literatura para designar alteracdes detectadas na populagido
geral, como as presentes na base de dados DGV, mas também para se referir as CNVs associadas a
condi¢des patogé€nicas, como as descritas na base de dados DECIPHER. No entanto, a
classificagdo de uma CNV em patogé€nica ou ndo, pode se mostrar complicada ¢ varios pontos

devem ser considerados, por exemplo: ocorréncia ou ndo em individuos normais, ser herdada ou
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ndo de genitores normais ou afetados, estar descrita em bases de dados associadas a quadros
andmalos e presenga de genes (245, 246, 247, 248, 249).

As 332 CNVs detectadas nos individuos portadores de FOTs abrangeram regides génicas ¢
regides inter-génicas, CNVs frequentes na populacdo geral, CNVs associadas a fenotipos
especificos, assim como CNVs raras ou ainda ndo descritas. Entretanto, considerando os pontos de
analise para se determinar a patogenicidade, nenhuma CNV atendeu a todos os pardmetros e
nenhum padrio de recorréncia entre individuos afetados foi encontrado. Isso pode ter ocorrido
principalmente pelo fato da amostra de individuos afetados e o nimero de individuos controle para
base comparativa serem pequenos. Com relagdo aos grupos de pacientes, nenhum padrao
diferencial pode ser observado tanto entre os casos sindrémicos e ndo-sindromicos como entre 0s
portadores de FL/P e FP.

Dentre as CNVs ndo descritas na base de dados DGV, os genes foram investigados quanto
a funcdo e os casos descritos na base de dados DECIPHER foram observados quanto ao fendtipo
associado. Com excegdo do caso 2, nenhuma CNV se destacou pelos genes envolvidos ou por
estarem descritas no DECIPHER em casos de FOT. As CNVs encontradas nos pacientes 3 ¢ 23
envolveram genes do complexo citocromo envolvido no metabolismo de drogas e, no caso da
CNV no paciente 23, existe um caso postado no DECIPHER porém sem fendtipo de fenda. As
CNVs encontradas no paciente 5 envolveram genes codificadores de proteinas ribossomicas
(RPS6KC1), fatores de splicing (ISYI), genes de adesdo ao DNA (CNBP), relacionado a cancer
(FUTS8) e gene codificador de proteina quinase (TAOKI). No paciente 6, a CNV envolveu um
gene codificador de enzima fosforilativa (PI4K2B) e no caso do paciente 10 com FL e alteragoes
faciais menores, a CNV ndo envolveu genes, mas esta descrita no DECIPHER, porém em um caso
com quadro de anomalia cardiaca. A CNV no paciente 13 envolveu genes cuja fungdo ¢
desconhecida até o momento (KRBOXIe FAMI98A, FAM69C) e o gene CNDP2 de enzima do

tipo peptase. Por fim, no paciente 22 a CNV encontrada envolveu o gene FSTLS5 (codificador de
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proteina extracelular metabolizadora de célcio) e o gene DLC/ (relacionado ao cancer de figado) e
os casos postados no DECIPHER nao apresetam FOT ou ndo contem o fenotipo associado.

Na busca de CNVs nos genes de interesse avaliados nesse estudo, foi encontrado um
segmento de 96kb duplicado envolvendo parte do gene FGFRI (incluindo intron 16 e exons 16 ¢
17) no paciente 6 que apresenta FL/P sindromica. Todas as mutacdes descritas nesse gene até o
momento resultam em mecanismos de ganho de funcdo, o que aumenta a afinidade dos receptores
pelos seus ligantes, por isso sdo chamadas mutagdes de ativagdo constitutiva (272). Apesar da
frequéncia de mutacdes nesse gene serem associadas ao quadro da sindrome de Kallmann (55,
184, 185) o paciente em questdo, com excecao da presenga de FL/P, ndo apresentava outros sinais
comuns desta sindrome. Assim, é possivel que tal alteracdo seja responsavel pelo fenotipo de
fenda nesse paciente, principalmente pelo resultado concordante entre os dois softwares de analise
e pela regido identificada como duplicada deste gene ndo estar documentada em controles na base
de dados DGYV. Entretanto, a confirmacdo desta alteracdo por uma técnica independente ainda ¢

necessaria, o que sera descrito no topico “Perspectivas”.

7.2.2. Estudo das aberragdes cromossdomicas

Translocagdes intersticiais sdo considerados eventos raros (incidéncia de 1: 80.000
nascidos vivos) que requerem o envolvimento de no minimo trés quebras cromossomicas (273).
Estas translocagdes podem resultar em alteragdes fenotipicas por diferentes formas: aumento da
expressdo dos genes contidos nos seguimentos duplicados; alteragdo na expressdo génica devido a
efeitos posicionais; os genes localizados na regido de insercdo podem ser deletados, duplicados ou
rompidos (274).

O paciente 21 apresentou uma insercdo entre os cromossomos 11 e 15, além de uma
duplicacdo na regido 8p23.1. A utilizacdo em conjunto de técnicas de citogenética e biologia
molecular permitiram caracterizar parcialmente as anomalias cromossOmicas e correlaciona-las

com os sinais clinicos observados.
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Casos de duplicacdes na regido 15qter ou especificamente em 15q25-q26 ja foram
descritos na literatura. Como visto em nosso paciente, dismorfismos faciais, face alongada ¢ atraso
no desenvolvimento sdo sinais frequentemente descritos (276, 277, 278, 279, 280), como também
anomalias renais (274, 279, 280). Dentre os varios genes (~ 70) contidos nesse segmento
cromossomico duplicado (Figura 36), estd o IGFIR (Insulin-like growth factor receptor 1). Este
gene ¢ um dos receptores de fator de crescimento dependente de insulina que desempenha um
importante papel durante o crescimento pré e pos natal (281). Duplicagdes envolvendo o gene
IGF IR foram associadas a quadros de crescimento exagerado (274, 276, 279, 280). Entretanto, tal
padrdo de crescimento ndo foi observado no paciente estudado, sugerindo que essa alteracdo ndo
esta exclusivamente relacionada a uma alteragdo de dosagem do gene /GFIR, o que também foi

salientado no trabalho de Roggenbuck et al. (277).
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Figura 38. Representacdo de uma por¢ao do segmento duplicado da regido cromossdmica 15q25-
q26. A) Ideograma do cromossomo 15 indicando a regido duplicada (retdingulo vermelho) com a
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apresentacao dos casos do DECIPHER e as variagdes descritas no DGV (fonte: UCSC Genome
Browser). B) Genes contidos em uma porcao da regido duplicada com destaque para os genes

IGFIR e KIF7 (fonte: Ensembl Genome Browser).

Em um caso com duplicagdo 15qter, citado acima, o paciente apresentou tvula fendida
(277). Na base de dados DECIPHER esta postado o caso 1584 que apresenta uma duplicacao
menor do que 350kb dentro da mesma regido encontrada no presente paciente (15q26) com FLP,
hipertelorismo ocular e retardo do desenvolvimento. Entretanto, duas outras CNVs no cromossomo
21 também foram detectadas neste mesmo caso do DECIPHER. Em um estudo do tipo analise de
ligacdo em familias com individuos portadores de FL/P ndo-sindromica, a regido 15q26, dentre
outras, foi apontada como candidata a estar associada ao fenotipo (282). Estes relatos levantam a
hipdtese do envolvimento da regido 15q26 no desenvolvimento de fendas. Contido no segmento
duplicado, destaca-se o gene KI/F7 como de interesse para fenda ja que este gene com atividade
quinase desempenha papel na sinalizagdo do gene SHH durante a ac¢ao regulatoria da transcricao
do gene GLI2 (283, 284).

Dentre outros genes contidos nesse segmento duplicado, estd o gene ACAN ou AGCI. Este
gene codifica uma proteina membro de uma familia de proteoglicanas que ¢é parte integral da
matrix extracelular do tecido cartilaginoso (285). Estudos apontaram a associagdo deste gene, bem
como mutagdes, a quadros de degeneracdo da espinha vertebral (286, 287, 288). Devido ao
falecimento, ndo serd possivel avaliar o efeito da duplicacdo da sequéncia do ACAN no presente
paciente pois alteracdes na espinha vertebral se manifestam com o decorrer da idade. O gene
RLBPI codifica uma proteina de ligagao expressa na retina (289). Na literatura, sdo frequentes os
relatos de patologias que afetam a retina associadas a mutagdes de sequéncia neste gene (290, 291,
292, 293, 294) . Entretanto, ndo ha dados sobre efeito de duplicagdes neste gene e, quanto a

alteragdes oculares, o paciente em questdo nao apresentou deformagdes de retina.
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Os demais genes contidos na regido duplicada estdo: ligacao protéica (SH3GL3), atividade
peptase (ADAMTSL3, SEC11A, ANPEP, FURIN, ADAMTS17), zinc finger (ZSCAN2, ZNF592,
ZNF710), atividade quinase de proteina (ALPK3), proteina ribossomica mitocondrial (MRPL46,
MRPS11) e atividade transmembrana (SLC2841, RHCG, SV2B).

A insercdo (11;15) causou a delegdo de parte do gene ELP4 (contendo o intron e exon 9),
localizado a 12 kb do gene PAX6 (Figura 37). A aniridia é uma anomalia rara caracterizada pela
formagdo incompleta ou até auséncia de iris (295). Mutagdes no gene PAX6 ou alteragdes em
elementos regulatérios que controlam a expressdo deste gene estdo associadas a ocorréncia
aniridia (296). Assim, sugere-se que houve mudanca na expressao do gene PAX6 devido a
alteracdo posicional de algum elemento regulatério causada pela insercdo ou a delegdo de parte do
gene ELP4, levando a aniridia no presente paciente. O gene ELP4 codifica uma das subunidades
de um complexo de elongagdo, composto por seis subunidades, diretamente associado a RNA
polimerase 2 durante a elongacdo transcricional, com papel de elemento regulatério da expressao
do gene PAX6 (297). Outros trabalhos também relatam a ocorréncia de aniridia em paciente com
delegdo envolvendo o gene ELP4 sem alteragdes no gene PAX6 (298, 299, 300, 301). Assim, o
caso do presente paciente ressalta o possivel papel do gene ELP4 como elemento regulatorio da
expressdo do gene PAX6. Porém, o estudo da expressdao deste gene no paciente 21 ¢é inviavel, pois

os tecidos de expressao limitam-se ao cerebelo, pancreas e olho (302, 303).
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Figura 39. Representagdo do segmento deletado da regido cromossdmica 11p13. A) Ideograma do
cromossomo 11 indicando a regido deletada (retangulo vermelho) com a apresenta¢do dos casos
do DECIPHER e as variagdes descritas no DGV (fonte: UCSC Genome Browser). B) Genes

contidos na regido com destaque para os genes ELP4 e PAX6 (fonte: Ensembl Genome Browser).

O paciente 21 também apresentou uma duplicagdo de 3,8Mb na regido 8p23.1. que, pela
analise do caridtipo, parece ndo estar envolvida com o segmento inserido no cromossomo 11p13.
Entretanto, ainda é necessario confirmag@o pela técnica de FISH. Possivelmente, esta alteracdo
estd relacionada a presenca de anomalia cardiaca nesse paciente, ja que este tipo de manifestacdo ¢
comum em casos de duplicagdo 8p23.1 (304, 305, 306). Os genes GATA4 (GATA binding protein
4) e SOX7 (SRY-related HMG-box7), localizados na regidao duplicada, fazem parte de familias
distintas de fatores de transcrigdo com papel reconhecido na embriogénese do tecido cardiaco
(307, 308, 309, 310, 311, 312). O gene SOX7 esta envolvido na regulacdo de varios processos
embrionarios, sendo sua expressdo observada inclusive na regido da cabeca relatada em estudos
com ratos mutantes (310). O trabalho de Murakami et al. (313) ressalta a relagdo entre os genes
GATA4 e SOX7 com a ativagdo do gene FFGF3 durante o desenvolvimento embrionario. A familia

de genes de fatores de crescimento de fibroblasto (FGF) ¢ conhecida por sua associagdo com
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casos de FOT (39, 54). Considerando, além disso, que a duplicag@o 8p23.1 também ja foi descrita
em um paciente com fenda palatal (305) e a funcdo destes genes, sugere-se que ambos 0s genes

apresentam potencial patogénico no envolvimento com FOT a ser esclarecido em estudos futuros.
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Figura 40. Representagdo do segmento duplicado da regido cromossomica 8p23. A) Ideograma do
cromossomo 8 indicando a regido deletada (retdngulo vermelho) com a apresentagdo dos casos do
DECIPHER ¢ as variagdes descritas no DGV (fonte: UCSC Genome Browser). B) Genes contidos

na regido com destaque para os genes SOX7 ¢ GATA4 (fonte: Ensembl Genome Browser).

7.2.3. Estudo dos genes candidatos

A andlise dos genes candidatos permitiu a caracterizagdo quanto a presenca ou ndo de
alterac¢Ges de sequéncia destes na presente amostra de portadores de FOT.

Com relagdo as alteragcdes encontradas nos genes IRF6, MSX2, SKI, SATB2 e SPRYI, a
pesquisa em base de dados gendomicos como Ensembl Genome Browser, Entrez dbSNP do NCBI e

Human Genome Mutation Database (HGMD) revelaram que estas se tratavam de SNPs ja
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validados em varias populagoes pelo consoércio HapMap e, até o momento, ndo existem dados na
literatura sobre a associa¢do destes com as FOT. Também constatou-se que nenhum dos
individuos portadores de FOT da presente casuistica possuem as trés muta¢des pesquisadas no
gene FGFRI ja descritas em casos de FOT nao-sindromica (54).

Segundo o trabalho de Zucchero et al. (110), estima-se que o gene /RF6 contribua para
12% do total de casos de fenda ndo-sindromica. Entretanto, este estudo refere-se a identificacao de
variantes funcionais nesse gene caracterizadas como marcadores para risco de fenda e salienta que
outras alteragdes, tanto no proprio gene /RF6 como em outros genes, sdo necessarias para o
desenvolvimento do fenétipo de fenda. Dentre as variantes que evidenciam a ligacdo do gene /RF6
com o fendtipo de fenda, destaca-se o estudo do polimorfismo rs2235371 (V274l), localizado no
dominio de ligagdo da proteina (110, 138, 314, 315, 316). Evidéncias estatisticas apontam para um
padrdo de segregacdo do alelo codificador do aminoacido valina nessa posi¢do com o fenotipo de
FL/P (110) e para uma relacao de fator de protecao para o risco de fenda com o alelo codificador
de isoleucina (315, 316). Todos os individuos estudados apresentaram o alelo G em homozigose
que codifica o aminoacido valina. A unica excecdo foi o paciente 3 com FLP e dismorfismos
secundarios que apresentou o gendtipo G/A, onde o alelo G é de origem materna (mie com
genoétipo G/G) e o alelo A de origem paterna (pai com gendtipo A/A). Ambos os pais ndo
apresentam fenda.

O resultado negativo para muta¢des no gene /RF6 foi surpreendente no caso paciente 20,
com suspeita diagnodstica da sindrome de Pterigeo Poplideo (SPP) pela conhecida relagdo do gene
IRF6 com o espectro das sindromes de Van der Woude e Pterigeo Popliteo (13, 116, 117, 118,
119, 120, 121). Entretanto, ¢ importante salientar que na literatura cientifica ndo ha dados sobre a
porcentagem de pacientes com SPP sem mutacgdes nesse gene.

Apesar do padrao de expressdo e de os genes MSX2, SKI e SATB2 estarem englobados no
grupo de genes com estimativa de 6% de contribuigdo para etiologia das FOTSs, deve-se ressaltar

que apenas uma mutacdo foi descrita em cada gene (58). Portanto, os resultados do presente
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estudo evidenciam que mutacdes nesses trés genes, parecem realmente serem limitadas a
determinadas familias com quadro de FOT (39). Da mesma forma, é provavel que as trés
mutagdes encontradas no gene FGFRI sejam restritas as familias onde foram identificadas (54). Ja
em relacdo ao gene SPRYI, mesmo considerando o padrio de expressdao e estudos com modelos
animais (90, 162, 163), a auséncia de mutacdes nesse gene em nossa casuistica corrobora os
resultados do trabalho de Vieira et al. (58).

No total quatro alteragdes ndo descritas em base de dados foram encontradas nos genes
FOXEIL, GLI2, MSXI e FGF$. A alteragdo no gene FOXEI nao causa modificacdo do aminoacido
codificado. Por tanto, ¢ possivel que esta ndo seja deletéria. Entretanto, varios estudos indicam a
importancia de variagdes sinonimas afetando a expressdo de genes e o efeito em condigdes
patogénicas (317). Ja para as trés alteragdes ndo-sindnimas (que causam troca do aminoacido
codificado) presentes nos genes GLI2, MSX1 e FGFS$, testes in silico foram aplicados para se
estimar o efeito da alteragdo na proteina codificada. Com relacdo as trocas Ala32Val no gene
MSXI e Glu236Lis no gene FGFS, os resultados da escala Gratham e dos testes in silico Panther,
Polyphen e SNPs&GO apontam para um provavel efeito ndo deletério destas alteragdes nas
proteinas codificadas. Entretanto, estes testes apresentaram resultado discordante do programa
SFIT que classificou ambas as alteracdes como ndo tolerantes, com ressalva para a quantidade
limitada de sequéncias homdlogas utilizadas por este programa para o calculo do escore (10
sequéncias para ambos os genes). Resultados discordantes entre os testes in silico também
ocorreram com a alteragdo Leu761Phe no gene GLI2. A escala Gratham e os testes Panther e
Polyphen estimam que esta troca seja benigna, diferente do provavel efeito deletério na proteina
codificada estimado pelos programas SFIT e SNPs&GO, novamente com ressalva para a pequena
quantidade de sequéncias homologas utilizadas para comparacdo (11 sequéncias para este
gene).Como exposto, os resultados desse tipo de analise foram contraditorios e ndo podem ser
considerados conclusivos ja que apenas a investigacdo experimental do efeito dessas alteragdes

nas proteinas codificadas podera elucidar as suposi¢des apresentadas.

123



Assim, para esclarecer se as alteragdes nestes genes apresentam um efeito deletério com
potencial associag@o ao fendtipo de FOT observado nos pacientes, estudos futuros sdo necessarios.
Primeiramente, a investigacdo destas alteragdes em um grupo de individuos controle, para se
avaliar o padrao genotipico na populacdo brasileira e, em seguida, realiza¢do de estudos funcionais
para avaliar o efeito das alteragdes na proteina codificada.

Com relagdo ao paciente 5 com suspeita clinica da sindrome de EEC, foi encontrada uma
inser¢do de 4 nucleotideos na regido 5’UTR no gene P63 que pode influenciar na transcri¢do ou
tradugdo deste gene e, deste modo, resultar no quadro fenotipico visto. Entretanto, estudos
posteriores s@o necessarios para confirmar tal hipotese. O caso deste paciente evidencia a
importancia da avaliagdo clinica diferenciada em pacientes com FOT.

Os resultados deste trabalho exemplificam a diversidade de fatores genéticos envolvidos
na etiologia das FOTs e o desenho de estudo evidenciou achados instigantes, que abrirdo novas

perspectivas de investigagcdo neste grupo de defeitos congénitos.
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8. Conclusoes

Considerando os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir que:

1. A triagem de CNVs apontou o gene TCEB3 como possivel candidato para estudos futuros em

FOT e evidenciou a contribui¢do do gene FGFRI.

2. A verificagdo do padrio de heranca se mostrou uma estratégia eficaz para auxiliar na
interpretagdo quanto potencial patogénico das CNVs identificadas nos individuos portadores de

FOT.

3. A triagem de mutagdes ndo detectou alteragdes patogénicas nos seguintes genes: IRF6, MSX2,
SKI, SPRYI, SATB2 e FGFRI. Ja as alteragdes ndo sindnimas encontradas nos genes FOXE],
MSX1, GLI2 e FGFS8 sao inéditas e o potencial patogénico sera avaliado em futuros estudos com

populagdo controle e também por estudos funcionais.

4. A alteragdo encontrada no gene P63 no caso do paciente 5 reforcou a importancia da avaliagdo
clinica dos pacientes portadores de FOT prévia a investigagdo laboratorial. Ainda, o estudo do
paciente 21, portador da insercdo ins(11;15)(p13;q25q26) e duplicacdo 8p23.1, evidenciou a
importancia do uso em conjunto de técnicas de citogenética e biologia molecular para o
esclarecimento de alteragdes cromossdmicas complexas, o que também permitiu a correlacdo com

o fendtipo observado.
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9. Perspectivas

Os resultados encontrados dao origem a estudos futuros. Com relagdo aos dados de aGH,
pretende-se aumentar o numero de individuos controle para um nimero de 100 amostras para
constituir uma base de dados de CNVs mais solida. Posteriormente, os portadores de FOT serao
novamente analisados de forma comparativa com os individuos controles para a caracterizagdo
mais precisa dos dados de CNVs nos pacientes. Para isso, as amostras ja estdo coletadas.

A delecao de 270kb envolvendo o gene TCEB3 na regido 1p36.11 no paciente 2 e a
duplicag¢do de 96kb envolvendo o gene FGFRI no paciente 6 serdo confirmadas pela técnica de
PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan Copy Number Assay (LifeTecnologies®) com os
respectivos assays Hs01894832 e Hs01557068.

As alteragdes nao sindnimas encontradas nos genes MSXI, GLI2 e FGF$ serdo estudadas
em uma amostra de no minimo 200 individuos controles para se determinar a frequéncia dos alelos
mutados. No caso da mutagdo 329C>T no gene MSXI, sera feita a técnica de PCR seguida de
digestdo enzimatica utilizando a enzima Avall. J4 as trocas 2341C =T no gene GLI2 e 765C 2 A

no gene FGF8 serdo avaliadas pela técnica de sequenciamento direto.
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11. Anexos

ANEXO L. Protocolo de aprovagao CEP/Unicamp
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ANEXO II. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Responsaveis: Milena Simioni, Vera Lucia Gil da Silva Lopes

Eu entendo que eu ou meu filho(a) fui(foi) convidado(a) a participar do projeto de pesquisa
intitulado “Uso da técnica de SNP array para detecgao de variagdes no nimero de copias do DNA
(copy number variation, CNV) em defeitos congénitos de heranca complexa: as fendas orais como
modelo”, envolvendo pessoas com fenda labial com ou sem fenda palatal e pessoas com fenda
palatal isolada. O objetivo geral deste estudo ¢ de contribuir para o entendimento e caracterizagao
de como funcionam os genes envolvidos na determinagdo das fendas labiopalatais. Assim, neste
estudo pretende-se investigar alteracdes no material genético em regides ja descritas como
modificadas (mutagdes ja conhecidas) em pessoas com fendas labiopalatais e também identificar
outras regides alteradas. Para isso, técnicas de biologia molecular como Denaturing High
Performace Liquid Chrormatography, (DHPLC), sequenciamento automatico direto ¢ SNP array,
serdo utilizadas.

Caso aceite participar desse estudo, sera coletado sangue venoso meu ¢ (ou) do meu filho (a)
para posterior extracdo de DNA. Os riscos associados a esse procedimento sdo minimos, podendo
ocorrer dor ¢ manchas roxas (equimoses) no local da coleta. O desconforto sera minimo, pois se
trata de uma coleta de sangue geralmente da veia do braco, que sera realizada por profissional
treinado e devidamente habilitado para efetuar tal procedimento. Em alguns casos, sera coletada
saliva. Neste procedimento, ndo ha nenhum tipo de risco associado ou desconforto aparente.
Dependendo dos resultados iniciais, poderemos precisar de outra amostra de sangue para
confirmacao de dados, realizando cultura de células e verificacdo dos cromossomos (exames de
citogenética).

Entendi que ndo terei nenhuma vantagem direta com os resultados desta pesquisa e que
estes podem demorar alguns anos para serem concluidos. Entretanto, se for de meu interesse e (ou)
de minha familia e caso eu queira tomar conhecimento, terei acesso a qualquer informacdo da
pesquisa realizada com o meu material genético e (ou) do meu filho(a). Além disso, entendo que
todas as conseqiiéncias dos resultados serdo devidamente explicadas a mim em consultada
agendada no Ambulatério Dismorfologia Craniofacial do HC/Unicamp ou pelo médico
responsavel. Dependendo da informagdo, sei que poderei solicitar consultas adicionais para
maiores esclarecimentos ou realizar aconselhamento genético direcionado sem nenhum custo.

Em caso de duvida ou para informagdo adicional, poderei contatar os pesquisadores do

Departamento de Genética Médica, no telefone (19) 3521.8907, na pessoa da Dra. Vera L. Gil da
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Silva Lopes ou na pessoa de Milena Simioni. A fim de facilitar a comunicagdo, comprometo-me a
manter atualizado meu enderego ¢ telefone de contato.

Eu entendo que toda informagdo médica, assim como os resultados dos testes genéticos
decorrentes desse projeto de pesquisa, serdo sigilosos. O sigilo sera mantido em todo o estudo, a
partir da utilizagdo de um nimero de cddigo para a identificagdo dos individuos participantes. Os
resultados de exames e testes, bem como do prontudrio serdo acessiveis apenas aos pesquisadores
envolvidos. Se os resultados ou informagdes fornecidas forem utilizados para fins de publicacdo
cientifica, nenhum nome sera utilizado.

Eu estou ciente que a minha participagdo neste projeto de pesquisa ndo me acarretara
nenhuma despesa, ja que a coleta de material serd realizada em minhas consultas regulares a
Unicamp ou com meu médico assistente. Entendo, ainda, que o meu acompanhamento médico ou
de meu filho(a) ndo se modificara ou sera diferenciado com a minha (nossa) participagdo ou nao
neste estudo.

Eu entendo que a minha participagdo é voluntaria e que eu posso me recusar a participar
ou retirar meu consentimento ¢ interromper a minha participagdo ou de minha familia no estudo a
qualquer momento (incluindo a retirada da amostra de sangue do laboratério) sem comprometer os
cuidados médicos que minha familia recebe atualmente ou venha a receber no HC-Unicamp. No
caso de investigacdes familiares, entendo que o TCLE sera obtido de cada individuo ou
responsavel estudado.

Eu confirmo que a Dra. Vera L. Gil da Silva Lopes (ou médico responsavel) explicou-me
o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais serei submetido e os riscos ou desconfortos
advindos desse projeto de pesquisa. Eu li e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse

formulério de consentimento e estou de pleno acordo em participar desse estudo.

Nome e RG do sujeito da pesquisa

Nome e RG do responsavel legal

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Data
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Fui informado que poderei autorizar que esse material genético seja guardado no Banco de
Material Biologico do Laboratorio de Genética Molecular/FCM/Unicamp. Caso este material
venha a ser Util para outros estudos aprovados pelo Comité de Etica, estou ciente que serei

informado para que autorize ou nao o uso da (s) amostra (s).

Nome e RG do sujeito da pesquisa

Nome e RG do responsavel legal

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Data

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Eu expliquei a 0 objetivo do

estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos que poderdo advir do estudo, usando o
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse formulario de

consentimento ao responsavel pelo participante.

Nome e RG do pesquisador

Assinatura do pesquisador Data

PARTICIPACAO DE INDIVIDUOS CONTROLES

Eu estou ciente de que a minha participacdo no estudo intitulado “Uso da técnica de SNP
array para deteccdo de variagdes no numero de copias do DNA (copy number variation, CNV) em
defeitos congénitos de heranca complexa: as fendas orais como modelo” serda como um individuo
controle em testes de biologia molecular.

Entendi que todas as informagdes constadas neste termo quanto a procedimentos, sigilo,

resultados e contatos para resultados (se eu desejar saber), serdo iguais aos demais individuos nao-
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controle deste estudo. Fui informado também que poderei autorizar que o meu material genético
seja guardado no Banco de Material Biolégico do Laboratorio de Genética
Molecular/FCM/Unicamp. Caso este material venha a ser util para outros estudos aprovados pelo

Comité de Etica, estou ciente que serei informado para que autorize ou ndo o uso da (s) amostra

(s).

Nome e RG do individuo controle

Assinatura do sujeito da pesquisa ou responsavel legal Data
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ANEXO III. Tabelas com as condigdes de amplificagdo dos genes analisados.

Gene IRF6

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anclamento para amplificagdo dos exons do gene

IRF6. TD: ciclo touch down de 64°C a 58°C, G: ciclo gradiente.

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

sense: GGCTAGAGCATGAAGTGTAA

Exon 3 antisense: CATTCTCTCTGTTTCACCAG 500 TD 64 - 58
sense: GCTCTGGGCAATGATAGGAC

Exon 4 antisense: AGGCTTTCTTGCTTTATCCA 370 TD 64 - 58
sense: CAGTGAATCTAGGGAGGTCC

Exon 5 antisense: GGGACTGATCCTGCTTTCA 436 TD 64 - 58
sense: CAGTGTTTGGTTCTTGTCTA

Exon 6 antisense: TTTACTTCTTCCCTGGTGAC 432 TD 6438
sense: GGAAGGATAACTATGGCAG TD 64 — 58

Exon 7 antisense: CTTGACCTCCTCCAGACTAA 664 B
sense: AAAGATGGTATTTGTTGAGT 136 G-

Exon 8 antisense: GTTTCAGCAAGACTCTAAGG B
sense: CTTCAATCTTGGGTCCATT 438 G-50

Exon 9 antisense: GGCATATTTGGAGAATCAC -3

Gene FOXE1

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificagdo dos exons do gene

FOXEI. G: ciclo gradiente.

Exon 1 Seqiiéncia do primer (5'-3") Tamanho (pb) Tm (°C)

Frao 1 sense: CTGAGCTCTCCGCAGAAGG 539 G-57
g antisense: GTAAGCCGGGTAGGTGGAGA

F ) sense: GCGGAGGACATGTTCGAGA 589 G-57
rag antisense: ACGTGCGCCCGTAGAAGT
sense: CTACCACCACCGGCTACCAG

Frag 3 antisense: GAACGTGTGAACAGCCGATG

405 G-59
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Gene GLI2

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anclamento para amplificagdo dos exons do gene

GLI2. TD: ciclo touch down de 64°C a 58°C, G: ciclo gradiente.

Exon Seqiiéncia do primer (5'-3") Tamanho (pb) Tm (°C)
sense: CAACATGCTCATCCCTATC
Exon 6 antisense: GCCAGACGTAAATCCAGA 438 G-56
Exon 7 sense: GTTAGCCCAGATGGTCTGTG 154 G-56

antisense: CACTCATTCATCCATGCAGG
sense: CTGTGTGCACACCTGTCTC

Exon 8 antisense: CGCTTGAACTTGTCCTGT 200 G-55
sense: CTGCATGCATGTGTTGTG
Exon 9 antisense: CATCTCTGGGGGTCTCTT 425 G-62
sense: CAGCAGGGTGGATGGTCTG il G- s6
Exon 10 antisense: ACAGGCAGGGTGGGAACA B
sense: CCTTAAAATGCATGCTTCTG o1 o ss
Exon 11 antisense: CACCTGGCTATCTACTGGAC B
sense: CTACTGACGTTGCCAGCTG
Exon 12 antisense: GCCAAGTTGGAGAGAGGAG 536 G-57
sense: AGTGAAGTGACTTGACCGTT
Exon 13 antisense: CCTTTTCTGTACTGGGCTG 663 G-57
sense: AGGCCCAGTGCGATGACT 676
Exon 14.1 antisense: TGGAGCCTCGTGGGGGAA TD 64-58
sense: CATGAGCCTGCGGACCAG
Exon 14.2 antisense: ATTCCACTGCACAGGCATG 712 TD 64-58
sense: TGACAACCCCAGACTACCC
Exon 14.3 antisense: GTGATGGCTCTGCTGTGG 700 G-63
sense: ATCGCCACAGGGAACTTG
Exon 14.4 antisense: TCAGAGCACCCGAGAACAA 700 G-58
sense: AGGGGTCAACCAGGTGTC
Exon 14.5 antisense: GAGCAGAGTATCCAGTATAGC 707 G-6l
sense: CTGTTCCGGCTTCTTCAC (o8 .
Exon 14.6 antisense: GTTGCATTGGAGAAACAGG -
: GCT TAGGGATCTCT
Exon 14.7 sense: GCTGCCCTAGGGATCTC 736 G-57

antisense: GACTGGCAAGGGAAATCCT
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Gene MSX2

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anclamento para amplificagdo dos exons do gene

MSX2. G: ciclo gradiente.

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

Ex 1 sense: CCGCAGCAAAAAAGTTTGAGT 549 G-58
X antisense: GTACCCTCAGCCCTGGAACAC
sense: CTTTCAGTTGAGAGGGGAG

antisense: GGTTAGCAGAGCAGGAGTAC

Ex 2 652 G-52

Gene SKI

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificagdo dos exons do gene

SKI. G: ciclo gradiente.

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

Exon 1a sense: CCGTGATCGGCCGTGAGC 735 G-61
X antisense: GTAGGCGCCGCCGTAGAG

E b sense: TCCTCAAAGTCATGGGCATC 631 G-59
xon antisense: GGCCTTCCTACCAAACTCTCT

sense: TCTGACTGCCATGTGCCAG

Exon2e3 antisense: GAACCAACACCGAGACTGC 650 G-58

sense: TTCGGAGCTGGGAAAGTC

Exon 4 antisense: GAACCTGCGAAACATGGG 489 G-58
sense: CCCATGTTTCGCAGGTTC 51 62

Exon 5 antisense: GAGGTGGAGGCAGAGAGGA
sense: CTCCAGGGCACATTGTCAG 677 G-57

Exon 6 antisense: GATCTGAAAGGGAGCCGAGT )
sense: GTCTCGTGAGCCTGTGTCCT

Exon 7 antisense: AATGTTCCAGCAAGCAGAGG 616 G-57
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Gene SATB2

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anclamento para amplificagdo dos exons do gene

SATB2. G: ciclo gradiente.

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

Ex 4 sense: CTATCACGTGTATGAGCGG 374 G-50
X antisense: TAATCAACCTGAACCCTGAC

Ex5 sense: CTGTTGCTTCCCTTCTCATC 333 G-52
X antisense: TATTTCAGAAAACATATTCTTCC

sense: GAGTGGGCCTTGGATGTTG

Ex 6 antisense: TGTCCAGAAATTAATAGACAGG 341 G-52
sense: ATTCTTTAGCATTTCTTCTGAAG 205 -5
Ex7 antisense: TGATAGAGAGTCTACCAATGG -
sense: AGTTCAGTTTACAGGAGAGTG 13 G-52
Ex8 antisense: CGTAAATTGTATCTAAAATGC 7 -3
sense: AAAGTATGATAATTCAGTTCTAC 2 -5
Ex9 antisense: TAACCTATCTCAATTCTGTCC g
1 sense: GGAAGACAGAAACCACACAC 358 G-52
Ex10 antisense: GGGAAAACACAGTAACTAGTG -
sense: GATAATTTCTGCACAGATGGC 34 G-52
Ex 11 antisense: GTTTCTTGGGGGTTATTACTG 5 g
sense: ATGTACTGTGATGGCACTGG
Ex 12 antisense: GTGGTGTGTGCCACTTGG 372 G-58
sense: CTTACCTCCAGTGCTAGATAG 620 .
Ex13 antisense: TAAAGAAATGAAAGCAGAAAATCC -
Gene SPRY1

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificacdo dos exons do gene

SPRYI. G: ciclo gradiente.

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

sense: GTGATTTGACAGGATTCCC
Ex2.1 antisense: CACTTCCCACACTGTTCAC 700 G->l
sense: CTGGTCATAGGTCTGAAAGG

antisense: GAAGGTGGGAAACAGGGA

Ex 2.2 635 G-58
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Gene MSX1

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anclamento para amplificagdo dos exons do gene

MSXI. TD: ciclo towch down de 64°C a 58°C

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

sense: CCAGTGCTGCGGCAGAAGG
Ex1 antisense: TGGAACCTTCTTCCTGGGTG 684 TD 64 - 38
sense: GGCTGATCATGCTCCAATGC

antisense: CACCAGGGCTGGAGGAAT

Ex 2 556 TD 64 — 58

Gene FGF8

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificagdo dos exons do gene

FGF8. TD: ciclo touch down de 64°C a 58°C, G: ciclo gradiente.

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

sense: ACCCGCACCCTCTCCGCT
Exle2 antisense: CGCAGAGTCAGTCCCGGTG 319 TD 64 - 58

Ex3 sense: CTCTCAACATTTGCTCCGTA i3 G 61
X antisense: CCCACCCACGCAAGTCGG

sense: CTGGCGGCTTGGGGCAGT

Ex4 antisense: CGGCCAGTGCAGTTGGGAC 356 G-59
sense: TTTGGAGCAGTTGCTGCTGG 300 G-57
ExS antisense: TACCTTGTTGGGATCAGAGCC -
sense: GGGTGCCCACCTGCTGTCT 417 G-59
Ex 6 antisense: TCTCTGCGGTCTGGCATTGT B
Gene FGFRI]

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificagdo dos exons do gene

FGFRI. G: ciclo gradiente.

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

sense: CCTAGCTAGAACTTGCCATG
Ex13 antisense: CCAGAAGCCAGAAAATAAGG 456 G-52
sense: CTGGCCTACCATGGTCTTTG

antisense: CTTGAGAGGCACCCCATCT

sense: CTAAGAGGAGGCAGGAGATG
antisense: GCTCCTGACTCTGCAGTTC

Ex 14 490 G-56

Ex 17 483 G-60
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Gene P63

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificacdo dos exons do gene

P63. G: ciclo gradiente.

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

Ex 1 sense: AGAAACGCTCCGCCTCT 474 G-55
X antisense: AAATGGGAAGATTCGCTTCA

Ex 2-3 sense: TCCATTGGAGTGGAGGAGTC 458 G-55
X antisense: CAGCCACCACAGAAAACATT

sense: GTGAAGTGCTTCCGACGTG

Ex4 antisense: TTTCCACCATGAACATGGAAT 490 G-55
sense: AGCCTCAGCTTCTTCATGCT
Ex 5-6 antisense: ATGCCCACAGAATCTTGACC 537 G-55
E sense: TTGCCCTTTTAGGAGGAAGC 533 G-55
x7 antisense: GTGAAATGCCTTGAGGACCA -
sense: CAGCAAGATAACGGGCTTTC 507 G-55
Ex8 antisense: TCCTTTCCCATTGTCACAGA )
sense: TGTTTCCTTCTTTCCTTCTGC 464 G
Ex9 antisense: TGTGTATGGACCAGGCATATAGA -57
sense: AGCCTCGCAGTCAGTTTCTC
Ex10 antisense: GTCAGAAACCCAAGCCACTC 504 G-57
1 sense: AAGCAGAGAAAGGGGAGGAA 520 G-58
Ex antisense: AACTCCAACCACAGGACTGC B
sense: AATCGCTGATCTGCAGGAAT
Ex 12 antisense: ATAGGTTGAGGCCTGGGAAT 505 G-57
sense: TGCCTTTGTGCTTAGTTCC
Ex13 antisense: AAGCAGGAGTGCTTTTAGGG 543 G-57
Ex 14 sense: GCCTTATCCCATTTCTTCCTC 455 6.5

antisense: TAGTGGCTTTGTGCCTTTGA
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Gene PAX6

Pares dos oligonucleotideos e temperaturas de anelamento para amplificacdo dos exons do gene

PAX6. G: ciclo gradiente.

Exons Seqiiéncia do primer (5'-3") Tamanho (pb) Tm (°C)
1 sense: TCATATTCAAACAAACGGACC 268 G55
X antisense: AAGAGTGTGGGTGAGGGAAGT
sense: TTATCTCTCACTCTCCAGCCG
Ex2-3 antisense: GGAGACCTGTCTGAATATTGC 307 G-355
sense: TGTGGGTGTAATGCTGGGACT 408 s
Ex3 antisense: GAATATCCCCAATCTGTTTCCC G-57
sense: TTGGGAGTTCAGGCCTACCT o4 .57
Ex 4 antisense: CCAGTATCGAGAAGAGCCAAG -
sense: TCTTCTTCCTCTTCACTCTGC 392 G-55
Ex 5 antisense: TGAAAGAGATAGGGAAGGATG -
sense: ATTTATCTACTTCGTTTTGATGC 633 G- 58
Ex 6-7 antisense: AGAGGGTGGGAGGAGGTAAAG -
sense: AGCTGAGATGGGTGACTGTGT 782 G-57
Ex8 antisense: AAGGGATGCCACTATGGAGAG B
sense: GGGAATGTTTTGGTGAGGCT 5164 G- 53
Ex9 antisense: ACCTCCAACCAATTCCCTTTA -
sense: GGAACCAGTTTGATGCACAGT 302 G- 53
Ex 10 antisense: GCAGCAGAGCATTTAGCAGAC -
sense: GTCTGCTAAATGCTCTGCTGC
Ex11-12 ) tisense: AGCTCTCAAGGGTGCAGACAC 578 G-59
sense: TGGCTGTGTGATGTGTTCCTC 461 G-59
Ex13 antisense: AGAAAACTTGCAGTCTCAGGC -
Ex 14 sense: CCATGTCTGTTTCTCAAAGGGA 205 G50

antisense: CCCCAGTGGTACAATACAGGA
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