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RESUMO

O Espectro éculo-auriculo-vertebral (EOAV), também conhecido como Microssomia
Craniofacial ou Sindrome de Goldenhar, € uma condicdo congénita rara que
apresenta ampla heterogeneidade fenotipica e etioldégica. Esta condicdo clinica
ocorre por um defeito no desenvolvimento do primeiro e segundo arcos faringeos,
acometendo principalmente orelhas, olhos, boca, maxila, mandibula e coluna
cervical. Cardiopatias congénitas e anomalias geniturinérias, entre outras, também
sao descritas. Os critérios clinicos para diagnéstico ainda ndo sao consenso, mas
incluem principalmente a presenca de microtia e (ou) apéndices pré-auriculares com
microssomia hemifacial. Alguns estudos recentes tém investigado desequilibrios
gendmicos em individuos com essa condicdo, sendo os mais frequentes aqueles
que envolvem a regido 22qi11.2. O objetivo deste trabalho foi investigar
desequilibrios genémicos em individuos com fendtipo sugestivo de EOAV. A
casuistica foi composta por 30 individuos com essa hip6tese diagnéstica. A triagem
inicial da regiao 22q11.2 foi realizada pela técnica de MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Ampilification) que revelou desequilibrios nessa regiao em trés
individuos. No entanto, somente um foi classificado como patogénico (1/30 — 3,3%).
Nos casos em que foram encontradas alteragcbes por MLPA e nos casos com
anomalias major adicionais, desequilibrios genémicos em todo o genoma foram
investigados pela técnica de Analise Cromossdmica por microarray (ACM) utilizando
o chip CytoScan 750K Array (Affymetrix®). Encontrou-se desequilibrios genémicos
em cinco individuos, sendo que em dois as alteragdes foram classificadas como
patogénicas (2/13 — 15,38%): del(22)(q11.2) de 1.048 kb; e del(5)(p15) de 10.772 kb
concomitante a dup(13)(g34) de 2.000 kb. Foram detectadas variantes de significado
incerto em trés individuos: dup(9)(p22.1) de 425 kb; dup(5)(g22.1) de 536 kb; regiao
de perda de heterozigose (Loss of heterozygosity — LOH) em 17p12 de 8.000 kb
associada a delecao de oito éxons do gene TBX1. As alteragcdes patogénicas
encontradas em 5p15 e em 22g11.2 reforgcam os dados da literatura que apontam
que os desequilibrios gendmicos nessas regides sdo os mais recorrentes no EOAV.
Ambos os individuos com essas alteragbes apresentavam sinais clinicos major
adicionais. Dessa forma, a investigacdo de desequilibrios genémicos pela técnica de
ACM seria mais vantajosa na deteccéo de alteragbes patogénicas para o diagnostico
diferencial dos individuos que possuem sinais clinicos major adicionais, uma vez que
os desequilibrios gendmicos patogénicos na regidao 22q11.2 ndo foram frequentes
neste estudo.

Palavras-chave: Microssomia Hemifacial; Sindrome de Goldenhar; MLPA.



ABSTRACT

The oculo-auriculo-vertebral Spectrum (OAVS) also known as Craniofacial
Microsomia and Goldenhar Syndrome is a rare congenital condition which presents
wide phenotypic and etiological heterogeneity. This condition occurs due to a
developmental defect in the first and second pharyngeal arches, affecting mainly
ears, eyes, mouth, maxilla, mandible and cervical spine. Congenital heart defects
and genitourinary anomalies, among others, are also described. There is not a
consensus in the literature regarding clinical criteria for diagnosis, but most of the
authors suggest the presence of microtia and (or) preauricular tags with hemifacial
microsomia as the minimum criteria. Some recent studies have been investigated
genomic imbalances in individuals with this condition and deletions or duplications in
the 22g11.2 region represent the most frequent alterations found. The aim of this
study was to investigate genomic imbalances in individuals with a phenotype
suggestive of OAVS. The sample consisted of 30 individuals with this clinical
suspicion. The screening of the 22q11.2 region, using the MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) technique, showed imbalances in this region in three
individuals. However, only one was classified as pathogenic (1/30 — 3.3%). In the
cases with imbalances in the 22q11.2 region found by MLPA and in the cases with
additional major abnormalities, imbalances throughout the whole genome were
investigated using the Microarray Chromosome Analysis (CMA) technique, with the
CytoScan 750K Array (Affymetrix®). We found genomic imbalances in five
individuals, which were classified as pathogenic in two of them (2/13 — 15,38%):
del(22)(q11.2) of 1,048 kb; del(5)(p15) of 10,772 kb concomitant to a dup(13)(q34) of
2,000 kb. Variants of unknown significance were detected in three individuals:
dup(9)(p22.1) of 425 kb; dup(5)(g22.1) of 536 kb; region of loss of heterozygosity
(LOH) in 17p12 of 8,000 kb associated to a deletion of eight exons of the TBX7
gene. The pathogenic alterations found in 5p15 and 22q11.2 region reinforce that the
genomic imbalances in these regions are the most recurrent in the OAVS. Both
individuals with these alterations presented additional major congenital anomalies.
Thus, we suggest that genomic imbalances investigation by CMA technique would be
advantageous to find pathogenic alterations as a differential diagnosis for individuals
with EOAV and additional major signs, since genomic imbalances in the 22q11.2
region were not common in this study.

keywords: Goldenhar Syndrome; Craniofacial Microsomia; 22q11.2 deletion;
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1.Introducao

O Espectro 6culo-auriculo-vertebral (EOAV) (OAVS; OMIM: 164210) é
um defeito congénito raro que ocorre no desenvolvimento das estruturas faciais
derivadas dos primeiros arcos faringeos. As manifestacdes clinicas sao
heterogéneas, assim como as causas, sendo a mais comum a origem multifatorial
(1). Tais caracteristicas desafiam o diagnostico realizado por médicos
geneticistas, pois ndo ha um critério minimo consensual na literatura. Devido a
isso, a frequéncia na populacdo também varia nos trabalhos encontrados,
podendo ser consequéncia da complexidade desta condig¢ao (2).

Embora se aceite que a etiologia multifatorial seja a mais frequente, o
fen6tipo de EOAV também foi associado a agentes teratogénicos e disrupcao. Ha
ainda, diversos relatos de anomaliascromossémicas em individuos com EOAV,
desde aquelas observaveis por andlise de caridtipo a desequilibrios genémicos
encontrados pela técnica de andlise cromossdémica em microarray (ACM) (3, 4).
Recentemente foi descrito o primeiro gene associado ao EOAV, o MYTT,
localizado em 20q13.33, que atua na via do acido retindico, teratégeno
reconhecidocomo umas das causas ambientais do EOAV. No entanto, a
frequéncia de casos com mutagcdo nesse gene € muito baixa, sendo ainda
mantida a heterogeneidade genética desta condigao (5).

Na literatura, os desequilibrios genémicos mais frequentes no EOAV se
encontram na regido 22q11.2 (4, 6). Tal regido € conhecida por ser candidata a
estudos de genes associados ao desenvolvimento craniofacial. A delecdo
proximal em 22q11.2 ¢é associada a Sindrome Velocardiofacial, porém
desequilibrios genémicos nas regides centrais e distais em 22q11.2 também
foram observados no EOAV (7).

Tendo em vista a heterogeneidade clinica e etiolégica, este estudo
visou investigar desequilibrios genémicos em individuos com sinais clinicos
sugestivos de EOAV.
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2. Revisao da literatura
2.1 Aspectos gerais do EOAV

O EOAV ¢é uma condicdo congénita rara que foi registrada pela
primeira vez pelo médico aleméao Carl Ferdinand Von Arlt em 1845. Em 1952, esta
foi nomeada Sindrome de Goldenhar ao ser descrita em trés pacientes com
dermdide epibulbar, apéndices pré-auriculares e assimetria mandibular pelo
médico oftalmologista Dr. Maurice Goldenhar (8). Em 1963, Gorlin e
colaboradores sugeriram o nome Displasia Oculo-auriculo-vertebral ao
descreverem anomalias vertebrais como sinais clinicos adicionais da sindrome
(9). Porém, mais tarde o termo “espectro” passou a ser utilizado no lugar de
“displasia” por descrever melhor a variabilidade fenotipica observada nos

pacientes com esta condicao (1).

Outros termos também s&o encontrados, como: Sindrome do primeiro
e segundo arcos branquiais; Disostose otomandibular; Sindrome Facio-auriculo-
vertebral; Microssomia Hemifacial (MH), devido a assimetria facial causada pela
hipoplasia que pode acometer estruturas apenas de um lado da face; ou
Microssomia Craniofacial, um termo mais abrangente por incluir os pacientes que
apresentam alteracdes bilaterais (6, 10). A frequéncia descrita na populacao varia,
sendo estimada em 1:3.000 — 5.000 (11) a 1:26.000 nascimentos (2).

O desenvolvimento das estruturas craniofaciais ocorre por meio de
uma via de sinalizacao complexa que leva a composicdo do mesoderma e das
células da crista neural (1). O EOAV ¢ originado por um defeito na morfogénese
do primeiro e segundo arcos faringeos, que ocorre durante a quarta semana do
desenvolvimento embrionario. Nesse periodo as células da crista neural migram
do rombencéfalo para o mesénquima da futura regido da cabeca e do pescocgo
onde os arcos faringeos se desenvolvem como elevagbes superficiais ou cristas
arredondadas laterais a regidao da faringe (Figura 1) (12). Desse modo, as
estruturas mais acometidas sao as que derivam dos arcos faringeos: as orelhas,

olhos, zigomatico, maxila, mandibula, labio, palato e coluna cervical.
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Figura 1. llustracdo do aparelho faringeo humano. A: aspecto lateral mostrando o
desenvolvimento dos quatro arcos faringeos; B e C: aspectos ventrais (faciais) mostrando
a relacéo dos arcos faringeos com o estomodeu (boca primitiva). Fonte: Embriologia
Basica, 82 edicdo, Moore e Persaud, 2013 (12).

2.2 Manifestacoes clinicas

Devido a natureza heterogénea dos sinais clinicos do EOAV. O grau
das alteracoes fenotipicas pode variar entre leve, moderado ou grave e na sua
combinacdo. Desse modo, uma leve assimetria facial ou defeitos faciais graves
podem fazer parte do quadro clinico (10), assim como alteracées auriculares,
oculares, dismorfismos craniofaciais, anomalias esqueléticas e de 6rgaos internos
(13).

O diagnéstico desta condicdo é feito clinicamente, mas ndo existe
ainda um critério minimo que seja consenso na literatura. Alguns autores
sugerem a presenca de microtia isolada ou microssomia hemifacial com
malformagbes moderadas na orelha, como apéndices pré-auriculares ou
variacbes mais leves da microtia (14). Outros consideram a microssomia
hemifacial isolada com histéria familial de EOAV como critério minimo para o
diagnéstico (4). Embora n&o haja consenso, o critério diagndstico mais utilizado é
a presenca de microtia e (ou) apéndices pré-auriculares com microssomia

hemifacial (4).

As malformagbes e dismorfismos craniofaciais mais observados sdo

microtia/anotia, apéndices pré-auriculares e faciais, dermdide epibulbar,
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assimetria facial, fendas orofaciais, macrostomia, hipoplasia malar, hipoplasia
mandibular e hipoplasia maxilar (Figura 2) (15).

Figura 2. A: vista frontal mostrando assimetria facial, macrostomia e hipoplasia
mandibular. B: vista lateral de um menino com microtia e apéndice pré-auricular do lado
direito, macrostomia e hipoplasia mandibular com tecido flacido. llustracdo por Bridget
Rafferty. Fonte: Craniofacial Microssomia OverView - Heike, Luquetti e Hing, 2009-2014,
disponivel em https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK5199/.

A microssomia hemifacial e a microtia tém sido descritas como as
caracteristicas clinicas mais frequentes nos pacientes com EOAV (4, 14). A
microtia pode ocorrer uni ou bilateralmente e é caracterizada pela supressao do
desenvolvimento das saliéncias auriculares podendo ser acompanhada de perda
auditiva. Essas malformacgdes séo classificadas em graus, do mais leve ao mais

grave, sendo a anotia (grau V) a auséncia total da orelha (Figura 3) (16).

Figura 3. A: orelha normal; B: grau |, quando todas as partes da orelha estdo presentes,
mas o pavilhdo auricular € menor do que o normal; C: grau Il, algumas estruturas
anatdmicas sao reconhecidas; D e E: grau lll, presenca de um tecido mole rudimentar. A
anotia ou grau IV é a auséncia de orelha. Fonte: Beleza-Meireles et al, 2014.
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No entanto, a microtia pode ocorrer como uma deficiéncia isolada ou
como caracteristica de outras condicdes geneticamente determinadas, como
Sindrome de Treacher Collins, Sindrome de Nager e Sindrome de Townes-Brocks
(17).

Outra malformacao frequente € o dermdide epibulbar, manifestacao
ocular de um tecido rosado que cresce na esclera e pode necessitar de excisao.
Outras alteracdes oculares como epicanto, coloboma palpebral, coloboma de iris,
anoftalmia, microftalmia e estrabismo também sao observadas (2, 15).

As manifestacoes esqueléticas mais comuns ocorrem na regiao
craniofacial e podem ser observadas ao exame de raio-X. Essas incluem o
deslocamento da érbita ocular, ramo mandibular curto, auséncia da fossa
glendide e cbéndilo mandibular pequeno (10). Na coluna vertebral, as alteracoes
radiograficas mais descritas ocorrem na regido cervical, como vértebras
fusionadas ou hemivértebras. Outras alteracbes, como escoliose e lordose,
também sdo observadas em menor frequéncia nas regides toracica, lombar e
sacral (2).

Alteragbes esqueléticas, além daquelas encontradas na regido
craniofacial e na coluna vertebral, sdo os defeitos de membros, como hipoplasia
ou agenesia do polegar, hipoplasia ou agenesia do radio, polidactilia pré-axial e
polegar trifalangico (18).

Em 6rgéos internos sdo observadas principalmente as malformacdes
cardiovasculares, que sado de grande importancia por representar a principal
causa de o6bito no EOAV (19), sendo os defeitos septais, conotruncais e de
grandes vasos os mais frequentes (2, 13).

Depois dos defeitos cardiacos, outras malformagbes em O6rgaos e
sistemas comumente observadas, segundo estudos feitos nas populacdes
europeia e brasileira, sdo os defeitos geniturinarios (agenesia renal, anomalias de
ureter, hidronefrose congénita, entre outros); do sistema digestivo (atresia
traqueoesofagica, estenose/atresia anorretal, &nus imperfurado, etc) e do sistema
nervoso (defeitos do tubo neural, hidrocefalia, ventriculomegalia, agenesia de
corpo caloso efc) (2, 15).
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Embora o sistema nervoso possa ser afetado, a maioria dos pacientes
apresenta desenvolvimento intelectual normal (20). Alguns podem apresentar
dificuldades de aprendizado, atraso na fala e atraso neuropsicomotor (15).

Essa grande heterogeneidade fenotipica do EOAV dificulta atingir um
consenso sobre critérios diagnosticos, protocolos de acompanhamento e
tratamento dos individuos com esta condicdo. Além disso, os estudos publicados

na literatura sdo em sua maioria revisdes de literatura e relatos de caso (10).
2.3 Etiologia e genética do EOAV

O EOAV ¢ etiologicamente heterogéneo e para a maioria dos pacientes
a causa permanece desconhecida. Desse modo, o estudo da histéria gestacional,
clinica e familial do paciente sdo importantes para a investigagao da etiologia que
pode ser de origem ambiental, genética ou possuir a contribuicdo de ambos os
fatores (multifatorial) (2).

2.3.1 Fatores ambientais

As causas ambientais que podem dar origem ao EOAV sao aquelas
que interrompem o desenvolvimento normal dos primeiros arcos faringeos pela
insuficiéncia na migracao das células da crista neural para a regidao lateral a
faringe (21) ou pela ocorréncia de uma lesdo vascular, provocando o
subdesenvolvimento das estruturas faciais (22).

Com base em estudos experimentais e observacfes clinicas, as
causas ambientais mais descritas sdo a exposicdo materna a fatores de risco
como: uso de drogas vasoativas, 4acido retindico, diabetes gestacional,
sangramento vaginal e ingestao de bebidas alcodlicas entre o primeiro e segundo
trimestre (23).

Fatores demograficos e reprodutivos como a baixa renda familiar, o
reconhecimento tardio da gravidez, baixo indice de massa corporal (IMC) (24),
gestagcbes de mulheres provenientes de regides de altitude elevada (25),
gestagcbes multiplas e uso de técnicas de reproducdo assistida (TRA) (26),
presenca de polihidramnio, oligohidramnio e/ou restricdo de crescimento

intrauterino também foram associadas ao aumento do risco para o EOAV (15).
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2.3.2 Fatores genéticos

A suspeita de que o EOAV possa ser de causa genética é levantada de
acordo com as evidéncias na historia familial, como recorréncia entre irmaos e
parentes préximos seguindo os padrdes de heranca conhecidos, autossémico
dominante e autossdmico recessivo, como também pelos casos esporadicos de

pacientes com aberragées cromossémicas (27-30).

Rearranjos cromossémicos identificados por analise citogenética
(caridtipo e hibridagéo in situ fluorescente - FISH) foram descritos em individuos
com EOAV (31, 32). Tais alteracbes podem levar ao fenétipo pelo rompimento de
sequéncias génicas, efeito na dosagem génica (delecdes e duplicacdes) e pela
alteragdo na expressao génica por um efeito posicional (33). No entanto, muitos
individuos com EOAV apresentam cariétipo normal, mas ndo é descartada a
hipbtese de que haja desequilibrios gendmicos, pois microduplicagcbes e
microdelecbes ndo sao identificados por meio de técnicas de baixa resolucao
(34).

Alguns autores sugerem que as aberracées cromossémicas nao sejam
a principal causa genética do EOAV (14) e que outros mecanismos, incluindo
regidbes de imprinting ou de heranca epigenética, podem estar englobados na

heterogeneidade genética presente nesta condicao (35).

Recentemente, o gene MYTT1 (myelin transcription factor 1), localizado
em 20q13.33, tornou-se o primeiro gene associado ao EOAV. Foram encontradas
duas mutagdes patogénicas em dois individuos de 169 pacientes estudados (5).

Uma delas era uma mutacao de novo nonsense c25C>T p.(Arg9) em
um individuo do sexo feminino que apresentava apéndices pré-auriculares,
orelhas dismérficas e dermdide epibulbar do lado direito, assimetria facial com
microssomia hemifacial, hipoplasia mandibular moderada do lado direito, surdez
condutiva moderada, estenose do canal auditivo externo, malformagédo dos

ossiculos (afetando o martelo e bigorna) e defeito de septo interventricular (5).

A outra era mutagcdo encontrada foi do tipo missense c¢.314C>T
p.(Ser105Leu), identificada em um individuo do sexo masculino que apresentava

apéndices pré-auriculares e orelhas dismorficas, microssomia hemifacial, leve
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hipoplasia mandibular do lado esquerdo, macrostomia e estenose de piloro. Essa
variante foi herdada do pai com fenétipo normal, apresentando entdo penetrancia

incompleta (5).

Em outro estudo realizado por este mesmo grupo, foram investigados
57 pacientes brasileiros com EOAV que nao possuiam CNVs patogénicas e foi
encontrada uma nova mutacdo missense de novo no gene MYT1, c.323C>T
p.(Ser108Leu), em paciente com anotia, apéndice pré-auricular, orificios cervicais,
estenose do meato auditivo externo direito, microtia grau Il do lado direito e perda
auditiva. Assim, a frequéncia dessa mutacao em pacientes com EOAV foi de
3:226 casos estudados (36).

O gene MYTT1 (ou NZF2) codifica uma proteina pertencente a uma
familia de trés genes (NZF1, NZF2 e NZF3) que sdo expressos
predominantemente no tecido neural de mamiferos (37). Na literatura, a perda de
funcao deste gene por delecdo subtelomérica pequena em 20q13.33 foi descrita
em um paciente com deficiéncia intelectual grave e dismorfismos moderados (38).

Em estudo funcional com zebrafish knockdown mytia foram
observadas alteragdes na cartilagem craniofacial. O MYT1 esta envolvido na via
de sinalizagdo do acido retindico (AR), que é conhecidamente um agente
teratogénico e uma das causas ambientais do EOAV. Alguns genes que também
fazem parte dessa via foram associados a anomalias craniofaciais e sindromes
conhecidas. Em um estudo in vitro foi observado que o gene MYT1 parece
desempenhar um papel de regulagdo na via do AR, sendo que a alta expressao
do MYTT1 provoca diminuicdo do receptor beta do acido retindico (RARB) (5)

2.3.2.1 Diagnéstico diferencial do EOAV

Além do EOAYV, duas outras importantes condi¢ées dos primeiros arcos
faringeos sdo a Sindrome de Treacher Collins (STC) e a Sindrome Auriculo-
condilar, que compartilham com o EOAV principalmente alteragbes na maxila,
mandibula e orelhas, apresentando diferencas bem sutis (1).

Sao observadas algumas diferengas entre as sindromes dos primeiros

arcos faringeos, que podem ocorrer devido ao momento e idade embriolégica em
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que ocorreu a falha na migracao das células da crista neural ou na sinalizacdo

celular pela combinacéo de fatores ambientais e genéticos (39).

Outras condicbes que também podem apresentar alguns sinais do
EOAV dentro do seu espectro de manifestacoes fenotipicas estdo descritas na
Tabela 1. Algumas recebem o nome de acordo com as caracteristicas clinicas
que manifestam, como os acrénimos CHARGE e VATER, (40). E assim como a

STC, algumas possuem causa genética conhecida (1, 4) (Tabela 1).
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Tabela 1. Diagnésticos Diferenciais mais comuns do EOAV

Condicao genética Manifestacoées clinicas Genes

Microtia, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, orientacdo de fendas TCOF1, POLR1C, POLR1D
palpebrais para baixo.

Sindrome de Treacher
Collins (41)

Malformagdes nas orelhas,

microstomia, fenda de palato, lingua

hipoplasica, defeito na jungao PLCB4 e GNAI3 (42)

temporomandibular e hipoplasia do

condilo mandibular.

Coloboma de iris, atresia de coana,

alteracbes na orelha externa e nos

. ossiculos, criptorquidismo,

Sindrome CHARGE(4) cardiopatias, fendas orofaciais, fistula CHD7
traqueoesofagica, disfungcdo do nervo
craniano.

Associagio VATER (43) rAeILe;rizigoes vertebrais, cardiacas e i
Orelhas malformadas, perda auditiva,

Sindrome Townes—Brocks(1) apéndices pré-auriculares, anus SALL1
imperfurado, defeitos cardiacos e
renais.
Orelhas malformadas, hipoplasia

Sindrome Miller(1) malar, fendas orofaciais, micrognatia =

e outros.

Microtia, hipertelorismo ocular,

Sindrome Auriculo-
condilar(1)

gi%?c?};%riculo—frontonasal dermoide epibulbar, fendas orofaciais, )
(1) cardiopatias congénitas, encefalocele,
fusédo de C3-C4.
Microtia, hipertelorismo ocular, fenda
Sindrome de Bixler (43) de labio e palato, base nasal =
alargada.
Microtia, surdez, apéndices pré-
Sindrome Branquio-oto- auriculares, assimetria facial, EYA7 SIX5. SIX1
renal(41) hipoplasia maxilar e/ou mandibular, ’ ’

alteragdes renais.
Assimetria facial, hiperplasia dos
musculos da face sem hiperplasia =
ossea, paralisia facial
Microtia, surdez, apéndices pré-
Disostose mandibulofacial auriculares, assimetria facial, EFTUD2
Guion-Almeida (41) hipoplasia maxilar e/ou mandibular,
cardiacas e vertebrais.
Microtia, apéndices pré-auriculares,
Sindrome Nager (41) hipoplasia maxilar e/ou mandibular, SF3B4
renais e cardiacas.
Apéndices pré-auriculares, microtia,
Sindrome coloboma palpebral, dermoide
Oculoauriculofrontonasal (43) epibulbar, hipoplasia mandibular,
assimetria facial.
Assimetria facial, hipoplasia muscular
progressiva maxilar e/ou mandibular, =
paralisia facial.
Apéndices pré-auriculares, surdez,
coloboma ocular, assimetria facial,
Sindrome Cat-eye (41) hipoplasia maxilar e/ou mandibular, Tretrassomia 22q11.2
alteracdes renais, cardiacas e
vertebrais.

Miohiperplasia Hemifacial
(41)

Sindrome Parry Romberg
(41)
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2.3.2.2 Alteracoes cromossomicas e desequilibrios gendomicos

detectados por ACM no EOAV

Uma ampla variabilidade de alteragdes cromossdémicas foi descrita em
pacientes com EOAV, como delecdes, duplicacdes, translocacdes, cromossomo
marcador, aneuploidias envolvendo o cromossomo X ou aneuploidias de
cromossomos autossomos em mosaico (4, 6, 35). As alteragdes mais frequentes

se encontiram na Tabela 2.

Tabela 2. Alteracdes cromossdmicas descritas em pacientes com EOAV

Alteracao cromossomica Referéncia
Delecoes
1p22.2 —p 31.1
12p13.33

(4
(4
14931.1931.3 (4
15024 .1 (4
(4
(4
(5

18p

5p15
22911.2
Duplicacoes
10p14 —p15 (63)
14023.1 (64) (27)
22q11.2 (65) (66)
Trissomias

18 (6
7 (mosaico) (6
9 (mosaico) 6
22 (mosaico) (7
Aneuploidias envolvendo o cromossomo X (7
Translocacoes

t(9;18)(p23;912.2) (32)
t(5;8)(p15.31;p23.1) (31)
Inversoes

inv9(p11;913) (75)
inv14(p11.2;g22.3) (76)

A delegdo 5p esta associada a Sindrome de Cri du Chat, que foi
descrita pela primeira vez em 1963 (77). Na literatura foram descritos individuos
com diagnoéstico de EOAV e delecdo 5p ou rearranjos aparentemente
balanceados envolvendo o brago curto do cromossomo 5 (31, 49-54). Os pontos
de quebra encontrados nas delecbes em 5p, tanto terminais quanto intersticiais

desses pacientes, sao variados (78).
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A duplicacao na regiao 14g23.1 foi observada em pacientes com EOAV
com histéria familial sugestiva de heranca autossémica dominante (27). Nessa
regidao esta localizado o gene OTX2 envolvido no desenvolvimento de estruturas
craniofaciais, sendo um forte candidato para o EOAV. Em outro estudo foi descrita
uma familia com sinais clinicos da Sindrome Branquio-oto-renal e de EOAV com
duplicacdo da regido 14922.3-923.3 englobando os genes SIX1, SIX6, e OTX2
(64).

Utilizando a técnica de array-CGH (Hibridacdo gen6mica comparativa),
Rooryck e colaboradores (2010) investigaram desequilibrios genémicos em 86
pacientes com EOAV e encontraram alteracdes em 11, sendo a maioria delas
herdadas de genitor ndo afetado, com significado clinico incerto. Os autores
sugerem que esta porcentagem de alteracdes encontradas possa ser devido ao
critério de selecdo dos pacientes. Do total de individuos investigados, 25
apresentavam apenas microtia unilateral e microssomia hemifacial (sem
alteragdes em 6érgdos internos) e apenas 10,5% apresentavam o espectro
completo (microtia, dermdide epibulbar, microssomia hemifacial e anomalias

vertebrais).

Em um estudo realizado por Beleza-Meireles (2015) as CNVs
encontradas com maior frequéncia no EOAV foram as dele¢des e duplicagdes em
22q11.2. O cromossomo 22 possui oito repeticdes com baixo nimero de cépias
(Low copy repeats - LCRs), também chamadas de duplicacées segmentares (DS)
nomeadas de A a H que sdo sequéncias repetitivas de alta homologia que levam
a instabilidade gen6mica (79). Dessa forma, devido a sua estrutura e composigao,
o cromossomo 22 apresenta grande susceptibilidade a formacdo de CNVs pelo
mecanismo de origem non-allelic homologous recombination (NAHR) que pode
ocorrer ndo somente entre cromossomos homélogos, mas entre cromatides irmas
e intra-cromatide. As duplicacbes e delecbes sao as consequéncias mais
observadas desse mecanismo, porém LCRs com orienta¢cbes opostas podem

servir como “substratos” para a ocorréncia de inversdes (80).

As duplicagdes ou delegdes encontradas nesta regido sao recorrentes,
possuem tamanhos semelhantes e sdo classificadas de acordo com as LCRs que
as flanqueiam. A delecdo associada a Sindrome de DiGeoge/SVCF varia de
aproximadamente 3 Mb e engloba as LCRs proximais A e D, a aproximadamente
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1,5 Mb entre as LCRs A e B, também chamadas de dele¢6es proximais ou tipicas
(81).

Na literatura, em pacientes com diagnoéstico clinico de EOAV foram
observadas delec¢Oes na regidao 22q11.2 proximal (55-57), na regido central (7) e
na regiao distal, também chamadas de delecdes atipicas envolvendo as LCRs de
D a G (58-61) e uma delecao terminal (62) (Figura 4).

Duplicagbes em 22q11.2 (65, 66) e trissomia do 22 também foram
relatadas na literatura em pacientes com EOAV (69-71).
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Figura 4. Regido 22q11.2 mostrando as LCRs de A a H. Em azul estdo esquematizadas
as delegbes encontradas em individuos diagnosticados com EOAV em trabalhos da
literatura. Nesta regidao as delegbes possuem tamanhos similares flanqueadas pelas
LCRs pressupondo o0 mesmo mecanismo de origem NAHR.

Nota-se através da revisdo da literatura que alteragbes em 22q11.2
correspondem as mais recorrentes em pacientes diagnosticados com EOAV,
sendo esta regido candidata para genes associados ao EOAV. Esta regido é
conhecidamente forte candidata para estudos de genes associados as anomalias
craniofaciais € novos estudos sao necessarios para a confirmacédo da associacao
de desequilibrios genémicos nesta ou em outras regides cromossémicas, com 0
EOAV.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Investigar desequilibrios gendmicos em individuos com fendtipo

sugestivo de Espectro 6culo-auriculo-vertebral

3.2 Objetivos especificos

e Investigar desequilibrios gendmicos na regido 22q11.2 em pacientes com
diagnéstico clinico de EOAV, pela técnica de MLPA;

e Investigar desequilibrios genémicos, por Analise Cromossémica em microarrays
(ACM), nos casos com outras anomalias major, além daquelas consideradas
como critérios minimos do EOQAV;

e Realizar correlacdo gendtipo-fendtipo nos pacientes com desequilibrios
gendmicos;
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4. Casuistica e métodos

4.1 Casuistica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e pesquisa da Unicamp
(CAAE: 56915816.6.0000.5404; Parecer: 1.649.207).

Foram incluidos neste estudo 30 pacientes com hipo6tese diagnéstica
de EOAV, avaliados por médicos geneticistas com ficha padronizada de coleta de
dados e investigados de acordo com a rotina dismorfologica padrao.

As amostras foram encaminhadas de seis servicos de genética
diferentes, incluindo o da UNICAMP e cinco outros centros colaboradores do
Projeto = Cranio-Face  Brasil (https://www.fcm.unicamp.br/fcm/cranio-face-
brasil/projeto-cranio-face-brasil):

e Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (Campinas — SP);

e Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
- HCPA (Porto Alegre — RS);

e Servico de Genética da Universidade Federal de Alagoas (Macei6 —
AL);

e Servico de Genética do Hospital Infantil Albert Sabin — HIAS
(Fortaleza — CE);

e Centrinho Prefeito Luiz Gomes (Joinville — SC);

e Centro de Atendimento Integral ao Fissurado Labiopalatal - CAIF
(Curitiba — PR);

4.2 Métodos
4.2.1 Critério de inclusao
Neste trabalho foram incluidos todos os casos com suspeita clinica de

EOAV atendidos por médico geneticista e critérios minimos de sele¢cdo foram
estabelecidos apenas para a investigagdo genémica por ACM.
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Os casos selecionados para a ACM foram aqueles que apresentavam
anomalias major, além daquelas consideras como critérios minimos do EOAV
(microtia e/ou apéndices pré-auriculares associados a microssomia hemifacial ou

hipoplasia mandibular).

4.2.2 Coleta das amostras

Apés a avaliacao clinica dos pacientes, foram coletados, ap6s assepsia
local com alcool 70%, 4 a 8 ml de sangue periférico em tubos de coleta a vacuo,
contendo EDTA (etilenediaminotetracetato dissédico 2H,0) a 10% e pH 8,0 como
anti-coagulante para a extracdo de DNA genémico. Foram coletados de 2 a 5 ml
de sangue por meio de puncao venosa em tubos de coleta a vacuo contendo
heparina sédica para a cultura de linfécitos. Os tubos coletados foram
encaminhados ao Departamento de Genética Médica da FCM/Unicamp.

4.2.3 Cultura de linfocitos

Essa técnica foi realizada para obtencdo de preparacoes
cromossOmicas para analise do cariétipo em casos nos quais este nao foi

realizado previamente, e para realizacao da técnica de FISH, quando necessaria.

Foi utilizada a cultura de linfécitos obtida pela técnica descrita por

Moorhead e colaboradores (1960) (82), com pequenas modificagdes.

Cultura de linfocitos: foram adicionados de 0,5 ml a 01 ml de sangue
total heparinizado a frascos de cultura contendo 5 ml do meio completo contendo
80% de meio de cultura RPMI-1640 (Gibco/Invitrogen®) e 20% de soro fetal
bovino  (Gibco/Invitrogen®) e 0,1 a 0,2 ml de fito-hemaglutinina
(Gibco/Invitrogen®). Os frascos de cultura foram incubados a 37°C por 72 horas.
Duas horas antes do fim desse periodo, acrescentou-se 50 pl de CRA
(Chromosome Resolution Additive) (Citogem®) e 50 minutos antes do término
acrescentou-se 50 pl de colchicina 4x10E-5M (Sigma®) a cultura de linfécitos. Ao
final desse periodo de incubacdo o conteudo dos frascos foi transferido para
tubos cbnicos de centrifuga, ao qual foram adicionados aproximadamente 05 ml
de solugéo hipotdnica de KCI 0,075M (Merck®) a 37°C e esses foram mantidos
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em estufa por 1h a 37°C. Apds a hipotonia foi realizada a fixacdo com fixador
Carnoy 3:1 (metanol:acido acético).

Preparacao das laminas: laminas para microscopia foram deixadas em
etanol por cinco minutos. Apds secas e limpas, foram mergulhadas em agua
deionizada gelada e pingadas, com pipetas Pasteur, de trés a quatro gotas do
material sobre as laminas. As laminas foram colocadas em uma estufa na
temperatura de aproximadamente 55°C durante dez minutos e foram observadas
em microscépio de contraste de fase.

Obtencao de bandamento G: esse bandamento foi realizado de acordo
com a técnica descrita por Sanchez e colaboradores (1973) (83), com pequenas
modificagcées. As laminas foram deixadas em uma estufa com temperatura de
aproximadamente 55°C por 24 horas e em seguida foram incubadas em tampao
fosfato de Sorensen 0,06M pH 6,8 em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Ap6s
a incubagédo, as laminas foram coradas com eosina azul de metileno segundo
Wright (Merck®) diluido em tampéao fosfato de Sorensen na propor¢ao de 1:3 por

trés a quatro minutos.

Andlise Cromossbmica: foram analisadas ao microscépio Optico
comum 20 metafases de cada individuo por dois analisadores diferentes, sendo
que cada um analisou dez metafases. A resolugéo obtida foi de aproximadamente
400 a 550 bandas por conjunto haploide. Pelo menos duas metafases de cada
individuo foram capturadas e cariotipadas utilizando o sistema de cariotipagem
BANDView da Applied Spectral Imaging®.

4.2.4 Extracao de DNA genémico

Para obtengdo das amostras de DNA genémico foi utilizado o ensaio
de extragcdo NucleoSpin® Blood L/XL (Macherey-Nagel) de acordo com as

instru¢des do fabricante, ou método de extragéo fenol-cloroférmio:

Das amostras de sangue periférico coletadas com anticoagulante
EDTA, 1 a 2 ml do sangue total foi transferido para um tubo cénico de 15 ml. Em
seguida, foram adicionados, com pipeta Pasteur, 8 ml de solucdo de lise
(composta por 10,95 g de Sacarose 0,32 M; 1 ml de Tris-HCI 1M pH 7,4; 0,5 ml de
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MgCl> 1 M; 1 ml de TritonX100 1%, completada para 100 ml com agua Mili-Q

previamente autoclavada) ao tubo, que foi invertido por 50 vezes.

O tubo foi centrifugado por 40 minutos a 3.000 rpm para precipitar os
nucleos. Em seguida, o sobrenadante foi desprezado gentiimente em frasco

contendo hipoclorito de sédio.

O precipitado foi ressuspendido em 950 ul da solucdo 2 autoclavada
(composta por 2,19 g de NaCl 0,075 M; 20 ml de EDTA 0,02 M pH 8,0 completada
para 500 ml com agua Mili-Q). Em seguida, utilizando uma micropipeta, foram
adicionados 50 ul de SDS 10% e 30 ul de proteinase K (10 mg/ml). O tubo foi

homogeneizado e deixado em estufa a 37°C por uma noite.

Logo apds ser retirado da estufa, utilizando uma pipeta graduada, foi
adicionado ao tubo 01 ml de fenol ultrapuro (Sigma®) com tampdo e
homogeneizado por 10 minutos, invertendo o tubo.

Em seguida, o tubo foi centrifugado por 20 minutos em centrifuga a
3.000 rpm. A fase superior foi removida, utilizando uma micropipeta (P1000)
evitando tocar a interface onde ficam as proteinas coaguladas, e transferida para

um novo tubo cénico de 15 ml limpo.

Ao novo tubo com a fase superior foi adicionado 01 ml de solucéo
cloroférmio (Synth): alcool isoamilico (Sinergia) 24:1, utilizando uma pipeta
graduada. Em seguida, o tubo foi homogeneizado gentilmente e centrifugado por
10 minutos a 3.000 rpm. A fase superior foi transferida com micropipeta (P1000)
para um novo tubo coénico de 15 ml limpo. Novamente, 01 ml de solugéo
cloroférmio: alcool isoamilico 24:1 foi adicionado, homogeneizado e centrifugado

por 10 minutos a 3.000 rpm.

A fase superior foi transferida para um tubo cénico de 15 ml contendo
100 pl de KCL 2 M mantido em gelo. Foram adicionados 03 ml de alcool etilico
100% gelado e homogeneizou-se por inversao até ser possivel visualizar o DNA

precipitado em fios brancos.

O DNA precipitado foi transferido com micropipeta (P1000), deixando

escorrer 0 excesso de alcool, para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 ml
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contendo 200 pl de etanol 70% gelado. O tubo foi centrifugado em microcentrifuga

refrigerada a 4°C por 10 min a 1.500 rpm.

Em seguida o sobrenadante foi desprezado, invertendo o tubo. O tubo
de microcentrifuga foi deixado em temperatura ambiente para secar todo o alcool.
Apoés seco, foram adicionados 100 ul do diluente BE (Elution Buffer 5mM Tris/HCI,
pH 8.5 Macherey-Nagel).

O tubo foi mantido por 30 minutos em banho-maria a 65°C. Depois foi
mantido em temperatura ambiente por uma noite e, por fim, o DNA eluido foi
quantificado e guardado no biorrepositério do Projeto Cranio-Face Brasil.

4.2.5 MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification)

As técnicas de MLPA utilizando os ensaios P250-B2 e, para um caso
especifico o P324-A1, foram realizadas segundo as recomendagdes do fabricante
descritas no protocolo geral de MLPA® com pequenas modificacoes.

As amostras de DNA foram diluidas (para obter-se uma concentracao
de 250 ng de DNA) em BE (Elution Buffer 5mM Tris/HCI, pH 8.5 Macherey-Nagel).

4.2.5.1 Ensaio P250 - B2

Foi utilizado o ensaio P250 (versao B2- MRC- Holland®), que contém
48 sondas, das quais 29 s&o para o cromossomo 22 (localizadas tanto na regiao
mais comumente deletada, como também em outras regides de delecdes
atipicas) e 19 sondas para outros loci em diferentes cromossomos, utilizadas
como controle, ou nos quais dele¢cdes tambéem foram relatadas em pacientes com

caracteristicas clinicas da Sindrome de delecdo 22q11.2.
As seguintes etapas foram realizadas:

Desnaturagdo do DNA e hibridagdo das sondas: as amostras diluidas
foram submetidas a uma temperatura de 98°C por cinco minutos, € em seguida
mantidas a 25°C para adicionar o solugcao contendo 1,5 pl do SALSA Probemix e
1,5 yl do MLPA buffer para cada tubo. A solugcéo foi incubada a 95°C por um
minuto e em seguida mantida a 60°C por 18 horas.
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Reacéao de ligacao: no termociclador, em uma temperatura de 54°C, foi
adicionado uma solucado contendo 25 pl de agua deionizada (dH2O), 03 ul de
Ligase Buffer A, 03 ul de Ligase Buffer B e 01 ul de enzima Ligase-65 para cada
reacdo. As amostras foram incubadas a 54°C por quinze minutos e em seguida a
98°C por cinco minutos.

Reacado em Cadeia da Polimerase (PCR): o termociclador foi pausado
e mantido em temperatura de 20°C para adicionar uma solucao contendo 7,5 pl
de dH20O, 02 ul de SALSA PCR primer mix e 0,5 ul de SALSA Polymerase. Apés
adicao da solucao, iniciou-se a reacao de PCR nas seguintes condicdes: 35 ciclos
de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C. Ao final dos
35 ciclos, as reacdes de PCR foram incubadas por 20 minutos a 72°C e mantidas
a 15°C.

4.2.5.2 Ensaio P324 - A1

Foi utilizado o ensaio P324 (versao A1- MRC- Holland®), que contém
34 sondas para a regido 22q11.2, dentre as quais 12 sdo para o gene TBX1. Dez
sondas adicionais de referéncia estdo presentes no ensaio e sao para outras

regides de cromossomos autossomos.
Para a realizacdo desta técnica as seguintes etapas foram realizadas:

Desnaturagdo do DNA e hibridacdo das sondas: as amostras diluidas
foram submetidas a uma temperatura de 98°C por cinco minutos, e em seguida
mantidas a 25°C para adicionar a solugaocontendo 1,5 pyl do SALSA Probemix e
1,5 yl do MLPA buffer para cada tubo. A solugéo foi incubada a 95°C por um

minuto e em seguida mantidaa 60°C por 18 horas.

Reacéo de ligacdo: no termociclador, em uma temperatura de 54°C, foi
adicionada uma solucédo contendo 25 pl de agua deionizada (dH2O), 03 pl de
Ligase Buffer A, 03 ul de Ligase Buffer B e 01 uyl de enzima Ligase-65 para cada
reacdo. As amostras foram incubadas a 54°C por quinze minutos e em seguida a
98°C por cinco minutos.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): a um novo tubo foram
adicionados 04 ul de SALSA PCR buffer , 26 pl de agua estéril e 10 ul do produto
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da reacgao de ligacdo. A uma temperatura de 60°C, foram adicionados 10 ul da
solucdo da polimerase (02 ul primers, 02 ul de SALSA buffer, 5,5 pl de dH2O e 0,5
pul da enzima Polimerase). Imediatamente se iniciou a reagdo da PCR nas
seguintes condigdes: 35 ciclos - 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C; 60

segundos a 72°C. Ao final dos ciclos - 20 minutos a 72°C.

4.2.5.3 Separacao dos Produtos Amplificados:

Em uma placa de sequenciamento foram adicionados 0,7 pl do produto
da reacdo e a solucdo contendo 0,2 pl de GeneScan 500™ LIZ® Size Standard e
09 pl de fomamida (Hi-di Fomarmide®) para cada produto.

A leitura dos produtos amplificados foi realizada no sequenciador
automatico de eletroforese capilar ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems®).

4.2.5.4 Analise dos resultados de MLPA

A visualizacado e analise dos resultados foram realizadas primeiramente
com o software GeneMapper® da Applied, Biosystems™, onde pode ser feita a
confirmacgdo do sexo dos pacientes pela visualizagdo dos picos correspondentes
aos cromossomos X e Y.

Depois, seguiu-se a analise em planilha de Excel (Microsoft®): para a
andlise dos resultados obtidos pelo ensaio P250-B2 foi utilizada a planilha
elaborada especificamente para esse ensaio pelo grupo do National Genetics
Reference Laboratory — Manchester; para a andlise dos resultados obtidos pelo
ensaio P324-A1 foi utilizada a planilha genérica de MLPA e elaborada de acordo

com as instrugdes para seu uso.

A planilha de analise especifica do ensaio P250-B2 e a planilha
genérica e seu manual de instrucdo se encontram disponiveis gratuitamente no

site: http://www.ngrl.org.uk/Manchester/projects/informatics/mipa.
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Os dados foram normalizados, dividindo os valores de altura do pico de
cada sonda pela soma dos picos de todas as sondas na amostra obtida a partir do
DNA controle. Dessa forma, na andlise, quando os picos do grafico ficaram entre
0,75 - 1,25, os resultados foram considerados normais.

4.2.6 Analise Cromossomica por microarray (ACM)

A técnica de ACM foi realizada para a investigacao de desequilibrios
gendmicos no DNA utilizando o chip CytoScan 750K Array (Affymetrix®) e o
ensaio de reagentes compativeis - Reagent Kit Bundle (Affymetrix®).

O chip CytoScan 750K Array (Affymetrix®) contém aproximadamente
750.000 sondas de oligonucleotideos com poder para deteccao de alteracoes
estruturais com ampla cobertura do genoma com capacidade para identificar
CNVs, por possuir aproximadamente 550.000 marcadores néo polimorficos e
aproximadamente 200.000 sondas de SNPs (Single nucleotide polimorphisms)
que garantem a deteccao de perda de heterozigose (Loss of heterozygosity —
LOH).

Essa técnica foi desenvolvida de acordo com as recomendagdes do
fabricante com algumas modificacdes, seguindo as seguintes etapas:

Foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1% para verificar a
integridade dos DNAs dos pacientes e controles. Em seguida, utilizando o
espectrofotometro Epoch (BioTek®) foram verificadas a concentragao e a pureza
dos DNAs pelos parametros e razbes de absorbancia que deveriam estar dentro
dos seguintes padrdes: A260/A280: 1,7 - 2,0; A260/A230: >1,1 e A320: 0,01-0,1.

Diluicdo das amostras de DNA: as amostras foram diluidas em BE
(Elution Buffer 5mM Tris/HCI, pH 8.5 Macherey-Nagel) para a concentragéo de 50

ng/ul e novamente quantificadas no espectrofotdbmetro para confirmagao.

Digestdo do DNA: foram adicionados 05 yl dos DNAs e controles a 50
ng/ul (250 ng) em sete pogcos de uma placa de 96 pocos. Como controle positivo
foram utilizados 05 pl do DNA fornecido no ensaio e como controle negativo, 05 pl
de tampéo Tris-EDTA (TE). Em seguida, foi preparado a solugéo de digestdo em
um tubo de 1,5 ml contendo 11,55 pl de agua livre de nuclease (Chilled
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Affymetrix® Nuclease-Free Water), 0,2 ul de BSA 100X, 2,0 pl de tampao da Nspl/
10X e 1,0 pl enzima Nspl para cada reacao. A solucao foi colocada no vértex trés
vezes. Em seguida, utilizando uma micropipeta foram adicionados 14,75 ul da
solugcdo em cada amostra, nos pocos correspondentes da placa. A placa foi
selada, colocada no voértex trés vezes em alta velocidade e centrifugada a 2.000
rpm durante um minuto. Em seguida, a reagao foi incubada em um termociclador

nas seguintes condi¢des: 37°C por 2 horas, 65°C por 20 minutos e mantida a 4°C.

Ligagdo dos adaptadores: os fragmentos de DNA anteriormente
digeridos pela enzima Nspl/ apresentam, independentemente do tamanho,
extremidades livres de 4 pb de comprimento. Nesta etapa, adaptadores
especificos sao ligados a essas extremidades. Para que esta reagao ocorra, foi
feito a solucédo de ligagdo em um tubo de 1,5 ml contendo os reagentes: 0,75 pl
de adaptador Nsp/ 50 uM, 2,5 pl tampé&o da DNA Ligase T4 10X e 2,0 yl da
enzima DNA Ligase T4. Em seguida, a solugao foi colocada no vortex trés vezes
em alta velocidade, e distribuidos, com micropipeta, 5,25 yl em cada pogo da
placa. A placa foi selada, colocada no vértex trés vezes em alta velocidade, e
centrifugada a 2.000 rpm durante 1 minuto. A este passo seguiu-se a incubacéao
da reacdo em um termociclador nas seguintes condicdes: 16°C por 3 horas, 70°C
por 20 minutos e mantida a 4°C.

Amplificacdo dos fragmentos por PCR: a placa contendo as amostras
foi centrifugada a 2.000 rpm durante um minuto. As amostras foram diluidas em
75 pl de agua livre de nuclease (Chilled Affymetrix® Nuclease-Free Water). A
placa foi devidamente selada e colocada no vértex trés vezes e centrifugada
novamente nas condi¢des similares as citadas anteriormente. Quatro aliquotas de
10 yl de cada amostra foram transferidas para outra placa de PCR. Em seguida, a
solucéo de ligacao foi preparado em um tubo de 50 mL contendo os seguintes
reagentes: 39,5 ul de agua livre de nuclease, 20,0 pl de reagente GC-Melt, 14,0 pl
de dNTP, 4,5 pl de iniciador (PCR Primer 002), 10,0 uyl tampao da Taq
TITTANIUMTM 10X, 2,0 yl da enzima Taq DNA Polimerase TITTANIUMTM 50X.
A solugdo foi colocada no vortex trés vezes em alta velocidade com uma
micropipeta, 90 ul foram adicionados aos po¢os correspondentes da placa. A
placa foi entdo selada, colocada no vortex trés vezes em alta velocidade e

centrifugada a 2.000 rpm durante um minuto. A este passo seguiu-se a incubacao
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da reacdo em um termociclador, nas seguintes condi¢des: 94°C por 3 minutos, 30
ciclos de 94°C por 30 segundos, 60°C por 45 segundos, 68°C por 15 segundos e
por fim, 68°C por 7 minutos e mantida a 4°C.

12 ponto de verificacao: foi feita eletroforese em gel de agarose a 2%
do produto da PCR para checar se as etapas de digestéo, ligagdo e amplificagéo
do material ocorreram de forma correta. Como as condigdes da PCR foram
otimizadas para amplificar fragmentos entre 150 e 2.000 pb, o padrdo de bandas
visualizado no gel deveria corresponder ao intervalo de 150 pb a 2000 pb (Figura
5).

2000 bp
1500 bp

1000 bp

Figura 5. Gel de agarose 2% com o padrao de bandas dos produtos amplificados da
PCR. A maioria dos fragmentos devem estar entre 150 a 2.000 pb. Fonte: Cytoscan™
Assay Protocol.

Purificagdo dos produtos da PCR: os quatro produtos da PCR de cada
amostra foram juntados e transferidos para tubos de 1,5 ml correspondentes.
Foram adicionados 720 ul do reagente Purification Beads em cada amostra. Cada
tubo foi tampado, misturado por inversao e incubado a temperatura ambiente
durante dez minutos. Os tubos foram centrifugados a 16.100 rcf durante trés
minutos e transferidos para um suporte magnético (MagnaRack™). Com os tubos
no suporte, o sobrenadante foi retirado e descartado com o auxilio de uma
micropipeta (P1000), sem que o precipitado fosse tocado. Em seguida, foi
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adicionado 1,0 ml do tampao de lavagem (Purification Wash Buffer) a cada
amostra. Os tubos foram tampados e levados ao vértex na velocidade maxima
durante dois minutos. Centrifugou-se a 16.100 rcf durante trés minutos. Em
seguida, os tubos foram levados de volta ao suporte magnético. Novamente o
sobrenadante foi retirado e descartado, com auxilio de uma micropipeta (P1000)
sem que o precipitado fosse tocado. Centrifugou-se a 16.100 rcf durante 30
segundos e removeu-se do fundo do tubo qualquer residuo do tampao de
lavagem, com o auxilio de uma micropipeta. Os tubos foram retirados do suporte
magnético e deixados destampados durante dez minutos em temperatura
ambiente para assegurar que qualquer residuo restante evaporasse. Adicionou-se
52 ul do tampéao de eluicdo as amostras. Os tubos foram tampados, colocados
dentro de um adaptador de espuma e levados ao vértex na velocidade maxima
durante dez minutos para ressuspender o material aderido as beads magnéticas.
Centrifugou-se a 16.100 rcf durante trés minutos. Os tubos foram colocados no
suporte magnético por dez minutos, até que todas as beads magnéticas
aderissem a parede do tubo. O volume de 47 pl da amostra eluida foi transferido
para os sete pogos correspondentes de uma placa de 96 pocgos. A placa foi
devidamente selada, levada ao vortex trés vezes em alta velocidade e
centrifugada a 2.000 rpm durante um minuto.

2° ponto de verificagdo: para o prosseguimento dos experimentos 0s
produtos da PCR foram quantificados no espectrofotdmetro Epoch (BioTeK®)
para verificar os padrées: concentragao: = 3.000 ng/ul; pureza: razao A260/A280:
1,8-2,0; medicdo A320: < 0,1.

Fragmentacédo: inicialmente, a placa contendo o produto purificado foi
levada ao vértex trés vezes em alta velocidade e colocada sobre o bloco de
refrigeracdo em gelo, onde permaneceu durante essa etapa. Em seguida, a
solucdo da fragmentagdo foi preparado em um tubo de 1,5 ml contendo os
reagentes: 122,4 ul de agua livre de nuclease (Chilled Affymetrix® Nuclease-Free
Water); 7,2 ul de reagente de fragmentacéo (2.5 U/ul); 158,4 pl de tampéo de
fragmentagdo. A solucéo foi colocada no vortex trés vezes em alta velocidade e,
com micropipeta, adicionou-se 10,0 yl aos pogos correspondentes da placa. A
placa foi selada, colocada no vortex trés vezes em alta velocidade e depois em
uma centrifuga pré-refrigerada (4°C) a 2.000 rpm durante um minuto. A este
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passo seguiu-se a incubacdo da reacdo em um termociclador nas seguintes

condicoes: 37°C por 35 minutos, 95°C por 15 minutos e mantido a 4°C.

32 ponto verificacao: foi feita eletroforese em gel de agarose 4% do
produto fragmentado para checar se a fragmentacao ocorreu de forma esperada.
O padrao de bandas visualizado no gel deveria corresponder ao intervalo de 25 a
125 pb (Figura).

Figura 6. Gel de agarose 4% com o padrdo de bandas dos produtos da reacao da
fragmentacdo. A maioria dos fragmentos deve estar entre 25 e 125 pb. Fonte:
Cytoscan™ Assay Protocol.

Pré-marcagédo: a placa contendo o produto purificado foi levada ao
vortex trés vezes em alta velocidade, e colocada sobre o bloco de refrigeracao em
gelo, onde permaneceu durante essa etapa. Em seguida, a solugdo da pré-
marcacao foi preparada em um tubo de 1,5 ml contendo os reagentes: 2,0 yl de
reagente de marcacao do DNA (30 mM DNA Labeling Reagent), 14,0 yl de
tamp&o da TdT 5X e 3,5 pl de enzima TdT. A solugéo foi colocada no vértex trés
vezes em alta velocidade, e com o auxilio de uma micropipeta foram adicionados
19,5 pl aos pogos correspondentes da placa. A placa foi selada, colocada no
vértex trés vezes em alta velocidade e depois em uma centrifuga pré-refigerada
(4°C) a 2.000 rpm durante um minuto. A este passo, seguiu-se a incubagédo da
reacdo em um termociclador nas seguintes condi¢des: 37°C por 4 horas, 95°C por

15 minutos e mantido a 4°C.
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Hibridacdo: nesta etapa, cada amostra foi hibridada em um Chip
CytoScan 750K Array (Affymetrix®). Inicialmente, a solucdo da hibridacao foi
preparado em um tubo de 1,5 ml contendo os reagentes: 165,0 yl de tampé&o de
hibridacdo I, 15,0 ul tampao de hibridagao Il, 7,0 pl de tampao de hibridagao lll,
1,0 yl de tampao de hibridacao IV e 2,0 yl do reagente Oligo Control 0100.
Asolucdo foi colocada no vértex trés vezes em alta velocidade. Com uma
micropipeta foram adicionados 190 pl aos pocos correspondentes das amostras.
A placa foi selada, colocada no vértex trés vezes em alta velocidade, e
centrifugada a 2.000 rpm durante um minuto. A este passo seguiu-se a incubacéao
da reagcao em um termociclador nas seguintes condicdes: 95°C por 10 minutos e
mantidas a 49°C. Ap6s 1 minuto a 49°C, sem retirar a placa do termociclador,
utilizando uma micropipeta de 200 pl, foram transferidos 200 yl da amostra e

inseridos nos chips de cada amostra.

Foram utilizados adesivos para vedar os septos dos chips. Em seguida,
foram levados ao forno de hibridagdo (GeneChip® Hybridization Oven 640;
Affymetrix Inc.) a 50°C por 18 horas a 60 rpm.

Lavagem e marcagao: o contetudo do chip foi removido e substituido
por 200 ul de tampao do array (Array Holding Buffer). Em seguida, quatro chips de
cada vez foram inseridos na estacdo de lavagem (GeneChip® Fluidics Station
450; Affymetrix Inc).

Na estacao de lavagem foram executados 0s seguintes passos:

Remocado do excesso de marcador: dois recipientes contendo os
tampdes de lavagem A (Wash A) e B (Wash B) e outro recipiente contendo agua

estéril foram posicionados na parte lateral do equipamento.

Coloragao: para cada chip, foram posicionados na parte frontal da
estacdo 03 tubos de microcentrifuga de 1,5 ml contendo 500 pl dos tampdes de
coloragao 1 (Stain buffer 1) e 2 (Stain buffer 2) e 500 pl do tampéao do array (Array
holding buffer).

Escaneamento: para gerar os resultados da varredura completa do
genoma, foi utilizado o equipamento GeneChip® Scanner 3.000 7G. A imagem
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dessa leitura foi observada com o programa de visualizagdo GeneChip®
Operating software (GCOS) (Affymetrix®).

4.2.6.1 Analise e interpretacao dos resultados da ACM

As alteracées foram processadas pelo programa de computador
Chromosome Analysis Suite (ChAS versao 3.1.0.1.5 (r9069) - Affymetrix®), que
compara a intensidade de hibridagdo de cada sonda da amostra teste com 380
controles do HapMap. Para a interpretacdo dos resultados, as alteracdes
encontradas na amostra teste foram comparadas com 117 controles compostos
por individuos da populacao geral brasileira e 2.421 controles da base de dados
interna da Affymetrix (aDGV - Affymetrix Database of Genomic Variants)
disponivel no ChAS. Em seguida, as alteragbes foram comparadas com as
alteragdes depositadas no DGV (Database of Genomic Variants).

A analise e interpretacdo dos resultados da ACM foram realizadas
seguindo as seguintes etapas:

Etapa 01: verificacdo da qualidade dos experimentos pelo programa
Chromosome Analysis Suite (ChAS versdao 3.1.0.1.5 (r9069) - Affymetrix®)
analisando trés parametros recomendados pelo fabricante que indicam se os
dados obtidos foram Uteis para a analise do numero de cépias (CN): SNPQC
(Single Nucleotide Polymorphism Quality Control): = 12; MAPD (Median Absolute
Pairwise Difference): < 0,25 e WavinessSD (Waviness Standard Deviation): <
0,12.

Etapa 02: na deteccdo de CNVs pelo programa ChAS o numero de
sondas necessarias para definir as variantes foi limitado no minimo de 25, no
caso de delecéo, e de 50, no caso de duplicagédo. Os limiares foram determinados
de acordo com o que foi recomendado pela Affymetrix®, como seguros na
deteccao de CNVs com pouco risco de resultados falso-positivos.

Etapa 03: verificou-se a presenca de alteracées maiores de 500 kb em
regides de desequilibrios genémicos recorrentes (Sindromes de delegdes/
duplicagbes). Os dados clinicos dos individuos foram comparados com o0s
descritos na literatura (GeneReview® - NCBI Bookshelf e artigos de revisédo). Por

outro lado, se ndo havia, seguiu-se para as proximas etapas.
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Etapa 04: para cada desequilibrio genémico encontrado, verificou-se a
“confiabilidade” da alteragéo identificada pelo programa, principalmente para as
alteracbes muito pequenas. Para isso, verificou-se a possibilidade da alteracao
ser artefato analisando o nUmero de marcadores dentro da regido do desequilibrio
(se a cobertura e distribuicdo eram boas ou nao); graficos de Log2 Ratio e se a

alteracéo foi confirmada pelos oligonucleotideos de SNPs.

As alteragbes com pouco indicio de confiabilidade nao foram
consideradas como patogénicas. Verificou-se a presenca da alteracdo no grupo
controle. Se sim, foram consideradas como variagdes polimérficas as alteracoes
encontradas em mais de 1% dos individuos nessas bases. Alteracbes que

também sao comuns nesses grupos controle foram classificadas como benignas.

Foi observada a sobreposicdo da regido alterada com os controles.
Quando ndo houve 100% de sobreposicao, verificou-se se haviam genes na
regido sem sobreposicdo. Se sim, esta alteragdo ndo pode ser considerada
semelhante a dos controles. Se a alteragao teve frequéncia < 1% nos controles,

seguiu-se para as proximas etapas (Figura 7).

[ Etapa 1 % Etapa 2 %‘% Etapa 3 %!% Etapa4

Alteragbes Confiabilidade (*pequenas)
SNPQC = 15 Marcadores >500kb em Log2 Ratio
Mapd s 0,25 25 - del regides SNVS
Waviness3D 0,12 50 - dup recorrentes
?77 SIM

Controles: aDGYV,
populagio
brasileira e DGV

Falso
positivo?

Comparacéo >1%
coma oucomuns

literatura
[ _I ] Etapa b
Benignas

Figura 7. Desenho esquematico da analise e interpretacado dos resultados da ACM nas
etapas 1 a 4.
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Etapa 05: para todos os casos, independentemente se foram ou nao
encontradas alterac6es nas etapas anteriores, foi verificado se havia regidoes
grandes com perda de heterozigose: para o chip Cytoscan 750 K seriam
documentadas as regides de perda de heterozigose (LOH) maiores que 5 Mb.

Etapa 06: foi verificado se havia alteragbes em mosaico. Se houvesse
seriam selecionadas e documentadas apenas alteracdes maiores que 01 Mb.

Etapa 07: apds essa analise inicial, foram selecionadas as alteracdes
que ainda nao foram classificadas como patogénicas e nem benignas, copiadas
as coordenadas gendmicas e pesquisadas no UCSC Genome Browser:
https://genome.ucsc.edu/ que foi configurado da seguinte maneira:

Foi selecionada a versdo do genoma (Human assembly) hg19, de
acordo com a versao do chip utilizado Cytoscan 750 K, e consultadas as
seguintes bases de dados:

Phenotype and Literature: ClinGen CNVs, GeneReviews, OMIM Genes,
OMIM Pheno Loci, DECIPHER (Database of chromosomal Imbalance and
Phenotype in Humans Using Esembl Resources);

Variation: DGV Struct Var (Figura 8).

[ Etapa 5 %5% Etapab k{ Etapa7
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DECIPHER

Variation:
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Figura 8. Desenho esquematico da andlise e interpretacdo dos resultados da ACM nas
etapas5a’.

Foi observado se a alteracdo foi descrita no DGV. Se sim, foi
pesquisado se era uma alteracao frequente ou rara. Foram consideradas comuns
as alteragdes descritas em pelo menos dois individuos em dois estudos diferentes
depositados no DGV (84).

Foi considerada a sobreposicdo da regido alterada com os controles.
Quando nao havia 100% de sobreposicao, verificou-se se havia genes na regiao
sem sobreposicdo. Se positivo, a alteracdo nao pode ser considerada como
semelhante. Além disso, também foi verificada a plataforma utilizada nos casos
descritos no DGV. As alteracdes descritas no DGV que foram encontradas
apenas em arrays de BAC (Bacterial Artificial Chromosome) de baixa resolugcéao
nao puderam ser consideradas.

Foi observado se a alteracao foi descrita em bases de dados clinicos
(DECIPHER e ClinGen). Se sim, foi verificado se no paciente da base de dados
foram encontradas outras alteragdes e como foram classificadas (se patogénicas
ou nao). Quando possivel, o fenétipo foi comparado, preferencialmente com as
alteracbes de tamanho igual ou menor. Se nao havia, foram comparadas de
acordo com a correlacdo genoétipo-fenétipo e com 0s genes presentes na regiao
de sobreposicao.

A presenca de genes OMIM dentro da regido foi verificada, como
também se a alteracdo incluia éxons. A investigacdo foi iniciada pelos genes
comprovadamente relacionados com doenga. Se havia a presenga desses genes,
foi verificado o padrdo de herangca da doenca e o mecanismo patogénico da
mutacao (ganho ou perda de fungéo) para correlacionar com o tipo de alteracao
encontrada (duplicacdo ou delegcédo) para certificar se o0s sinais clinicos eram

compativeis.

ApGs essa analise, as alteracbes que nao foram encontradas nos
controles do aDGV e DGV e que nao foram encontradas anteriormente em outros
pacientes com quadro clinico semelhante foram classificadas como: variante de

significado incerto (Figura 9).
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Figura 9. Desenho esquematico da andlise e interpretacdo dos resultados da ACM da
etapa 7.

Como os Chips da Affymetrix® sdo mistos, possuindo sondas para
deteccdo de CNVs e SNPs, a analise do resultado é feita separadamente pelo
software, ndo sendo necessaria a confirmagao por outra técnica (34).

4.2.7 Investigacao complementar por FISH (hibridacao

fluorescente in situ)

Esta técnica foi utilizada para investigar se a delegcdo 5p15.33 e
duplicagdo 13934 do individuo 5 era de novo ou herdada de um genitor com
rearranjo equilibrado. Desta forma, para a regiao 5p terminal foi utilizada a sonda
comercial 5pter Subtelomere Specific Probe — Aquarius® (Cytocell Ltd).

Preparacado e pré-tratamento das laminas: pingou-se o material em
[daminas limpas em alcool 70% e estas permaneceram por uma noite em estufa a
37°C. As laminas foram observadas ao microscopio de contraste de fase para
marcar a area onde seria aplicada a sonda, incubadas em uma solugdo de 2x
SSC (pH 7,0)/0,5%Tween 20 a 37% C (£1°C) durante 20 minutos. Logo apos,
foram incubadas por 40 minutos em solucao de pepsina a 37°C (+1°C) e lavadas
por trés minutos em PBS 1X, em temperatura ambiente. Em seguida, foram
incubadas em uma solugéo de formaldeido 1%/PBS 1X por 10 minutos e lavadas

por trés minutos em outro PBS 1X, em temperatura ambiente. Depois, as laminas
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foram desidratadas em uma série etilica 70%, 85% e 100% por 2 minutos cada e

foram secadas naturalmente.

Desnaturacao das laminas: as laminas foram colocadas por 2 minutos
na solucao de desnaturagao contendo 70% de formamida ultra pura/2xSSC a 70°-
75°C. Em seguida foram mergulhadas em 2xSSC gelado e deixadas por trés
minutos em etanol 70%, 85% e 100% gelados. Logo apéds, foram secadas
rapidamente.

Hibridacdo: A sonda foi deixada em temperatura ambiente por alguns
minutos. Apds, 2,0 ul da sonda (5pter) diluidos em 6 ul de tampao de hibridacao
foram desnaturados em banho seco aquecido a 100°C e aplicados sobre a area
de hibridagéo, coberta com laminula de vidro e vedada com cola. Logo apdés, as
laminas foram incubadas com a sonda na camara de hibridacdo (com algodao
molhado com solugéo de 50% de formamida/2xSSC) a 37°C por 48h.

Lavagem pos-hibridacdo: as laminulas foram removidas e as laminas
foram colocadas em solugdo formamida 50%/2xSSC a 37°C por um minuto. Em
seguida as laminas foram colocadas em uma solugdo de 2xSSC a 37°C por 01
minuto e 2xSSC/0,1%Tween 20 em temperatura ambiente por 02 minutos. Em
seguida, aplicou-se DAPI sobre a area de hibridacdo que foi coberta com

laminula. Por fim, foi mantida em geladeira dentro de uma caixa escura.

Andlise: foram analisadas 20 metafases em microscopio de
fluorescéncia da Olympus® com filtros de fluorescéncia adequados e as imagens
foram capturadas utilizando o software FISHView da Applied Spectral Imaging®.
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5. Resultados e discussao

5.1 Caracterizacao clinica da casuistica

Dos 30 individuos estudados, 12 (40%) eram do sexo feminino e 18
(60%) do sexo masculino. No trabalho realizado por Rooryck e colaboradores
(2010) e Beleza-Meireles e colaboradores (2015) a prevaléncia foi maior no sexo
feminino, no entanto, segundo Gorlin e colaboradores (2001) a proporgcao
masculino:feminino é de 3:2 (85).

As idades dos individuos ao diagnéstico foram de 1 a 20 anos, com
média de 7,1 anos. Os individuos 20 (irmd) e 27 (irmao gémeo) tinham
recorréncia de EOAV em parente de primeiro grau. Dois (19 e 29) tinham pais
consanguineos e dois (8 e 22) tinham irmao gémeo nao afetado (Figuras 10-14).
Nesta casuistica, trés de 30 individuos (10%) tinham irmao gémeo (de zigosidade
nao confirmada), sendo um par de gémeos concordante para o fenétipo de EOAV
e dois pares de gémeos discordantes para esse fendtipo. A gemelaridade foi
apontada anteriormente como um fator de risco para EOAV (26).
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Figura 10. Heredograma do individuo 8.
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Figura 13. Heredograma do individuo 22.
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Figura 15. Heredograma do individuo 29.

Considerando que o desenvolvimento dos arcos faringeos se inicia na
quarta semana do desenvolvimento embriondrio, os fatores externos que podem
interferir neste processo sao principalmente os que ocorrem entre 0 primeiro e o
segundo trimestre do periodo gestacional (23). Alguns individuos tinham histéria
gestacional positiva para fatores associados: a mée do individuo 10 apresentou
sangramento vaginal aos trés meses de gestacdo; a mae do individuo 16
engravidou usando DIU que foi retirado entre sete e oito semanas de gestacéo; a
mae do individuo 30 fez uso de Fenobarbital e Hidantoina durante todo o periodo

gestacional e relatou sangramento vaginal no inicio da gravidez.

As principais caracteristicas clinicas dos 30 individuos e resultado do
cariétipo de 26 individuos estao descritos na Tabela 3.
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As principais alteragdes auriculares encontradas foram: microtia
(17/30), apéndices pré-auriculares (15/30), estenose de conduto auditivo (14/30),
orificios pré-auriculares (2/30), orelhas dismorficas (2/30). Entre as alteracdes
oculares encontrou-se dermdide epibulbar em 7/30 individuos e coloboma em
1/30. Encontrou-se assimetria facial em 23/30 individuos, hipoplasia mandibular
em 22/30 e hipoplasia de hemiface em 10/30. Entre as demais alteracOes
craniofaciais, as principais foram: hipoplasia malar (7/30), fenda oral (6/30),
macrostomia (6/30), micrognatia (4/30) e retrognatia (1/30). Entre as alteragdes
vertebrais, 6/30 individuos apresentaram vértebras fundidas, 6/30 hemivértebras e
2/30 apresentaram escoliose. Defeitos cardiacos congénitos foram encontrados
em 7/30 individuos, incluindo comunicacao interventricular (CIV), comunicacao
interatrial (CIA), persisténcia do canal arterial (PCA) e Tretalogia de Fallot.
Anomalias renais foram encontradas em 2/30 individuos, incluindo hidronefrose e
agenesia renal. Apresentavam deficiéncia intelectual e (ou) atraso no
desenvolvimento 7/30 dos individuos e 2/30 individuos apresentavam microcefalia
(Figuras 16 e 17).

Os individuos foram investigados previamente pela analise do cariétipo
por bandamento G (resultados descritos na tabela 3). Na analise de cariétipo duas
alteragdes foram observadas: no individuo 7, uma inversdo pericéntrica do
cromossomo 9, inv(9)(p12g13) que, embora tenha sido relatada na literatura em
individuo com EOAYV (75), é considerada uma variante benigna, nao tendo relagéo
com o fendtipo (86); no individuo 19, o caridtipo 47,XXY correspondente a
Sindrome de Klinefelter que também foi relatada na literatura em EOAV (72, 73).
No entanto, neste Ultimo caso, as caracteristicas clinicas que levaram ao
diagnéstico de EOAV e a deficiéncia intelectual (DIl) ndo sdo explicadas por esta
alteracdo cromossdomica. Em um estudo realizado em sete pacientes com
aneuploidia de cromossomos sexuais, foi observado que as CNVs presentes
nesses pacientes podem ser consideradas um fator independente para a DI e o
atraso de desenvolvimento (87).
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Tabela 3. Achados clinicos e resultado da analise de cariétipo dos 30 individuos.

Manifestacoes clinicas

Auriculares Oculares Craniofaciais Vertebrais Outras
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2 F E - - |+ -|E|-|+]-]- - - -
3 M| 46,XY D +| - - |+ -IDl-1-1-1- + |+ - N
4 M| 46,XY D - - D e
5* M| 46XY | -|-| D | - - - - -l -+ -] -] - + +| + |+
6* F | 46,XX B - |+ |+ +[-1|D = =
46,XY,
7 M| inv(9)(p E| - - - |+ -|E
12q13)
8* F| 46,XX E| - +| - - |+ -|E|-|-[+]- = = = || =
9* F - B |+|+| E +| + E +-|- +| +
10 M| 46,XY E| E|-|+]| - -+ + E S U R T (R -
11* F| 46,XX | + E [+|+]| - - |+ E [ -|-|-|-]|+]- = |=1=1== =
12* F| 46,XX |+ |D -|D| - +| D [+|+]|-]|-]+ +| + +
13* M| 46,XY B - +| E |-|E|-|-|+]|- -
14 M| 46,XY E| D D + E|-|+]|-]|- - - R
15 F| 46,XX D +| - + D I I
16 F| 46,XX D +| - + -ID|-1-1-1- + -
17 M| 46,XY D - - - - ---1-1- - - - -
18 M| 46XY |-|-| B +| E +| + |+|D -l -+ - I
19* M| 47,XXY -| B E - - -] - - - - | + |-
20* | + | M| 46,XY - + D + |+
21 F| 46,XX E + E == - |-
22 M| 46,XY E| - |- - - /-] - 1-|E
23* M| 46,XY E D s|a=|=]=]-= 4+ -]-] = |-
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*Individuos selecionados para ACM; B: bilateral; D: direito;

clinico; -:ndo apresenta o sinal clinico.

E: esquerdo; +:apresenta o sinal
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Figura 16. Principais caracteristicas fenotipicas observadas nos individuos com EOAV.
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Figura 17. Principais caracteristicas fenotipicas adicionais encontradas nos individuos com
EOAV e que foram selecionados para a investigagcdo por ACM.

A heterogeneidade clinica presente no EOAV desafia os geneticistas
clinicos do Brasil e do mundo por seu diagnéstico ser ainda feito exclusivamente
pela apresentacao clinica do individuo. Na literatura alguns trabalhos propdem
criterios minimos para o diagnéstico de EOAV baseados nas caracteristicas
fenotipicas mais frequentes presentes nesta condicdo, como a microtia e os
apéndices pré-auriculares (29, 85). Neste trabalho, foram incluidos todos os casos
com suspeita clinica de EOAV, feita por médico geneticista, e foram estabelecidos
critérios clinicos minimos de selecao somente para a investigacdo gendémica por
ACM.

De acordo com os objetivos deste trabalho, os individuos selecionados
para a ACM foram aqueles que apresentaram anomalias major adicionais, além
daquelas consideradas como critérios minimos do EOAV, e os que apresentaram
MLPA alterado. Nas tabelas 4 e 5, pode-se observar que as alteragées adicionais
encontradas com maior frequéncia foram: defeitos cardiacos congénitos (23,3%)
deficiéncia intelectual e (ou) atraso no desenvolvimento (23,3%) fenda de labio e
(20,0%) (16,6%), (6,6%) e
microcefalia (6,6 %) (Figura 17). Dos 17 individuos selecionados para a ACM, foi

(ou) palato macrostomia alteragcbes urogenitais

possivel a realizagdo da técnica somente para 15, devido a qualidade das amostras.
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Das 15 ACM realizadas, a analise dos resultados pode ser executada somente para
13, as quais passaram nos parametros de qualidade do experimento (Tabela 5).

A heterogeneidade clinica observada (Tabela 3) nos individuos que
foram atendidos e diagnosticados com EOAV em diferentes centros colaboradores
evidencia a dificuldade no diagnéstico clinico. A Tabela 4 mostra a porcentagem dos
casos que apresenta cada sinal clinico especifico e a comparacdo com diferentes
trabalhos da literatura. Nessa tabela fica clara a heterogeneidade clinica desta
condicao, no entanto é importante considerar que os trabalhos utilizaram diferentes

protocolos para a investigacao clinica e diferentes critérios minimos de inclusao (86).
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Tabela 4. Comparacao da casuistica do presente trabalho com outros da literatura.

Beleza-

Presente Tasseet Rooryck et Meireles P:tg:r Cohen et Bragagnolo,
trabalho al, 2005 al, 2010 et al, 20163 al, 2017 etal, 2018
(n=30) (n=53) (n=95) 2015 (n=95) (n=72)
(n=41)
(n=51)
Manifestagoes Clinicas
Auriculares 96,6% 100% 92% 97.5%
Microtia 56,6% 100% 70% 73% 100%
Apéndices pré-auriculares 50,0% 100% 67% 53% 51,2% 62% 44%
Orificios pré-auriculares 6,6% 3%
Faciais 93,33% 90,2%
Hipoplasia malar 26,6% 76%
Hipoplasia mandibular 66,6% 76% 94%
Micro/Retrognatia 16,6% 22%
Fendas de labio e/ou 20,0% 18% 73%  13% 19%
palato 40%
Macrostomia 16,6% 13% 46% 43%
Oculares 26,6% 98,11% 43,0% 29,0% 53,7%
Dermoide epibulbar 23,3% 18,86% 31,0% 16,0% 24,39% 15%
CoIobpma na pélpebra 7.54% 11.0% 4.0%
superior
Vertebrais 30,0% 19,0% 35,0% 20,0% 65,9% 47,0% 83%
Hemivértebras 20,0% 6% 24,4%
Vértebras fundidas 20,0% 9,8% 21,95%
Escoliose 6,6% 9,8% 31,7%
Cardiacas 23,3% 15,09% 27% 16% 36,6% 30% 39%
CIA 10,0% 1,88% 2,96% 14,6%
Clv 13,3% 7,54% 784% 12,2%
PCA 3,3%
Estenose da Aorta 1,88%
Tretalogia de Fallot 3,3% 4,9%
Urogenital 6,6% 18,86% 7% 10% 29,3% 29% 14%
Dilatagao pielocalicial 3,3%
Rim pélvico 19,0%
Agenesia Renal 3,3% 3,77%
Ectasia pielocalicial
Duplicagéo pielouretal
Refluxo vesicouretal
Hipospadia 3,77%
Sistema Nervoso 13,3%% 15,09% 2% 10% 17% 16,84% 22%
Micro/Macrocefalia 6,6% 5,66% 3,92%
Hidrocefalia 3,3%
Ventriculos assimétricos 3,3% 1,88%
Expanséo dos ventriculos 2% 7,31%
Disgenesia do corpo 4.87%
caloso
Lipoma 5,66%
Atraso de o
desenvolvimento 23,3% 5,55% 14% 18% 21%
Deficiéncia intelectual 23,3% 5%
Associado a outras 10% 4%

sindromes

CIA: Comunicagao interatrial; CIV: comunicagéo interventricular; PCA: persisténcia do canal arterial;
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Tabela 5. Fenoétipo dos individuos selecionados para ACM

Individuo

Fendétipo

11

12

13

192

20

23

24

258

26

27

29+

Orelhas de baixa implantacdo, apéndices pré-auriculares B, meato auditivo externo
estreito, hipoplasia de arco zigomatico, fenda de labio e palato, cardiopatia congénita
(CIA e CIV), péancreas anular, atresia intestinal, hidronefrose e atraso de
desenvolvimento.

Microcefalia, implantagdo baixa dos cabelos na nuca, dois apéndices pré-auriculares a
direita, epicanto, sinofre, hipoplasia malar, micrognatia, clinodactilia em 5° dedo das
maos, mancha café-com-leite em face lateral direita do térax, cardiopatia congénita
(PCA, CIA e coarctacdo de aorta), marcha com base alargada, deficiéncia auditiva®*,
déficit intelectual.

Occipital plano, implantacdo baixa de cabelos na nuca, apéndices pré-auriculares,
sinofre, coloboma, epicanto, estrabismo, assimetria facial, filtro longo, macrostomia,
micrognatia, pescogo curto, hérnia inguinal, clinodactilia do 2° dedo do pé.

Hemangioma plano da regido da nuca, anotia E, atresia de meato auditivo D, fenda
palpebral obliqua, ponte nasal baixa, assimetria facial, hipoplasia de hemiface, hipoplasia
da musculatura facial, hipoplasia malar, hipoplasia maxilar, hipoplasia mandibular,
micrognatia, fenda de labio e palato.

Apéndices pré-auriculares, orificios pré-auriculares, atresia de meato auditivo B,
dermoide epibulbar esquerdo, assimetria facial, hipoplasia de hemiface, hipoplasia da
musculatura facial, hipoplasia malar, hipoplasia maxilar, hipoplasia mandibular,
micrognatia e atraso neuropsicomotor.

Apéndices pré-auriculares, orificios pré-auriculares, orelhas dismoérficas e de baixa
implantagédo, estenose de meato auditivo B, sinofre, epicanto, fenda palatina, pescoco
curto, torcicolo congénito, alteragdes nas vértebras toracicas T1-T2.

Occipital proeminente, frontal abaulado, assimetria facial, orelha com formato rudimentar
e implantagdo baixa, fenda palpebral obliqua, epicanto, ponte nasal baixa, CIA,
deformidades na coluna vertebral, hipoplasia de gliteos, desalinhamento de dedos e
atraso neuropsicomotor.

Orelha de formato rudimentar e de implantagao baixa, fenda de palato, atraso motor e de
linguagem; quadro sugestivo de déficit intelectual.

Apéndices pré-auriculares; dermoides epibulbares E; micrognatia e geno valgo;
Atelectasias pulmonares parciais em lobos superiores direito e esquerdo.

Microcefalia, orelhas proeminentes e dismorficas assimetria facial, aumento da distancia
intermamilar discretamente, clinodactilia de 52 dedos e atraso de desenvolvimento.
Apéndice pré-auricular D; microtia E grau [; atresia de meato auditivo leve E; estrabismo,
dermoide epibulbares D, assimetria facial leve; hipoplasia maxilar leve; hipoplasia
mandibular leve, hemivertebras T3-T4-T5-E L2-L3, fusdo vertebral e CIV.

Apéndices pré-auriculares, epicanto, assimetria facial; hipoplasia de hemiface direita;
hipoplasia da musculatura facial; hipoplasia malar; hipoplasia mandibular; macrostomia e
atraso Intelectual.

Microtia D grau Il; malformagéo de ossiculos, assimetria facial; hipoplasia de hemiface D;
hipoplasia da musculatura facial; hipoplasia malar; hipoplasia mandibular; hipoplasia
vertebral e hemivértebras.

Apéndices pré-auriculares D; atresia do meato auditivo E; dermoide epibular B;
assimetria facial; hipoplasia de hemiface; hipoplasia da musculatura facial; hipoplasia
mandibular; macrostomia e tetralogia de fallot.

Microtia E, atresia de meato auditivo (mais acentuado o lado D); assimetria facial,
epicanto, agenesia renal, lordose cervical, fusédo dos corpos vertebrais C2-C3 e espinha
bifida em C3-C4.

Apéndices pré-auriculares E, dermoéides epibulbares E, assimetria facial, hipoplasia
mandibular E; macrostomia (fenda nimero 7) E, fovea coccigea.

Apéndices pré-auriculares; hidrocefalia; fenda completa de palato e fenda de labio;
assimetria facial*, fenda palpebral obliqua, ponte nasal baixa; macrostomia,
anquiloglossia; CIA e CIV;
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CIA: Comunicacao interatrial; CIV: comunicacgéao interventricular; PCA: persisténcia do canal
arterial; D: direito; E: esquerdo; B: bilateral; *secundaria; A: Possui MLPA alterado; &
amostras de DNA genbmico ndo estavam dentro dos parametros de qualidade; = ACM nao
passou nos parametros de qualidade;

5.2 Desequilibrios genémicos encontrados por MLPA e ACM

A triagem de microdele¢cbes em 22g11.2 por MLPA foi realizada para os
30 individuos e revelou desequilibrios gendmicos em trés individuos: uma delecao
distal entre as LCRs D-E no individuo 1; uma duplicacao da sonda do gene TOP3B
no individuo 13; e uma delecao de ambas as sondas dos genes TBX1 e SHANKS3 no
individuo 25 (Tabela 6). Devido as alteragdes encontradas por MLPA, todos esses

individuos foram investigados pela técnica de ACM.

A andlise da ACM foi realizada para 13 individuos e revelou alteragbes
em cinco deles: uma delecao distal em 22911.2 no individuo 1 (previamente
detectada por MLPA); uma delecao terminal em 5p e uma duplicagdo terminal em
139 no individuo 5; uma duplicagdo em 9p22.1 no individuo 6; uma duplicacdo em
22q11.22 (previamente detectada por MLPA) e uma duplicacdo em 5g22.1 no
individuo 13; e uma perda de heterozigose de 8 Mb em 17p12 no individuo 25. As
interpretagdes dos resultados da ACM estao descritas na Tabela 6 e discutidas,

caso a caso, a seguir.



Tabela 6. Desequilibrios gendmicos encontrados por MLPA e ACM.
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L Resultado de MLPA . Interpretacao
Individuo (EnsaioP250-B2) Resultado de ACM (Affymetrix 750K) da ACM
arr[GRCh37] A
1 rsa 22g11.2(HIC2,PPIL2,TOP3B)x1 del 22911 — 1.048 kb Patogénica
220q11.21911.22(21464763_22962962)x 1
arr[GRCh37]
del 5p15 -10.772 kb; dup 13934 | Ambas

13

25

rsa 22q11.2(P250B2)x2

rsa 22911.2(P250B2)x2

rsa 22q11.2(TOP3B)x3

rsa 22q11.2(TBX1,SHANK3)x1

5p15.33p15.2(113576_10885441)x1,

13934(113107756_115107733)x3
arr[GRCh37]
9p22.1(19037935_19463385)x3

arr[GRCh37]
22q11.22(22311348_22572480)x3,
5022.1(110237190_110772699)x3

arrfGRCh37]

17p12p11.2(13678238_22170994) hmz,

—2.000 kb -

dup 9p22.1 - 425 kb

dup 22q11.22 - 261 kb ; dup
5022.1- 526 kb

LOH 17p12 - 8000kb

patogénicas

VUS

Benigna; VUS

VUS

rsa: region specific assay; del: delecdo; arr: array; NL: normal; dup: duplicacdo; hmz: regido de homozigose; VUS: variants of unknown
significance (variante de significado incerto.
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5.2.1 Variantes patogénicas

Das sete variantes genéticas encontradas, trés, em dois individuos, foram
consideradas patogénicas: a delegcao distal em 22g11.2 encontrada no individuo 1
(Figura 18); a delecdo em 5p15 e a duplicagcdo em 13q34 encontradas no individuo 5
(Figura 19).

5.2.1.1 Delecao distal em 22q11.2

O individuo 1 apresentou uma delecdo de 1.048 Mb em 22q11.2. As
principais caracteristicas clinicas apresentadas foram: orelhas de baixa implantacao,
apéndices pré-auriculares bilaterais, meato auditivo externo estreito, hipoplasia de
zigomatico, fenda de labio e palato, cardiopatia congénita (CIA e CIV), pancreas
anular, atresia intestinal e hidronefrose.
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Figura 18. A: resultados de MLPA do individuo 1 mostrando uma delecao das sondas
HIC2, PPIL2 e TOP3B; B: Perfil de hibridagdo parcial do cromossomo 22 mostrando uma
delecédo de 1.048 kb na regiao 22q11.2
arrfGRCh37]22g11.21911.22(21464763_22962962)*1, classificada como patogénica.
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Na literatura 11 casos de EOAV com delecbes na regido 22q11.2 foram
descritos (55-61, 87). Os individuos descritos na literatura e o individuo deste
trabalho compartilham algumas caracteristicas como apéndices pré-auriculares,
hipoplasia malar e fenda de labio e palato. A delegdo em 22q11.2 encontrada no
individuo 1 localiza-se na regido distal entre as LCRs D e E, como a observada por

Xu e colaboradores (2008) (59), classificada como delecao distal do tipo | (81).

No DECIPHER os pacientes 250906, 248709, 275765, 4625 possuem
delecdao 22q11.2 distal e apresentam algumas caracteristicas fenotipicas que
sobrepdem ao EOAV como: microtia, apéndices pré-auriculares, deficiéncia auditiva,

hipoplasia malar, fendas orofaciais e micrognatia.

Na regiao deletada em 22q11.2 ha 17 genes, dos quais nove estao
catalogados na base de dados do OMIM. Desses genes, trés sdo candidatos para
alteragdes craniofaciais e cardiopatias congénitas: YPEL1, ERK2 e HIC2 (88-90).

O YPEL1 demonstrou papel no desenvolvimento de estruturas derivadas
dos arcos faringeos em Zebrafish Ypell knockdown, que apresentou defeitos no
desenvolvimento de estruturas craniofaciais e na mandibula (88).

A haploinsuficiéncia do ERK2 tem sido citada como uma das possiveis
causas de cardiopatias congénitas e anomalias craniofaciais em pacientes com
delecao 22g11.2, pela falha do desenvolvimento das células da crista neural. Em
um estudo foi demonstrado que a eliminagdo do ERKZ levou a defeitos cardiacos e
alteracgbes craniofaciais em camundongos (89).

Outro gene candidato para os defeitos cardiacos é o HIC2, tendo
demonstrado papel em alguns estagios do desenvolvimento cardiaco (90).

Este relato de caso foi aceito no European Journal of Medical Genetics e

sua versao on line esta acessivel (Anexo 4).
5.2.1.2 Delecao em 5p15 associada a duplicacao em 13q34
O individuo 5 apresentou uma delecdo em 5p15 de 10.772 kb (ou 10,7

Mb) e uma duplicacdo em 13q34 de 2.000 kb (ou 2,0 Mb). Ambas as alteragdes sao

de regides terminais, 0 que sugere um rearranjo cromossémico desequilibrado.
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Foram analisados os cari6tipos de ambos os genitores, que tiveram resultado
normal. Ainda, foi realizada a analise por FISH com sonda subtelomérica do braco
curto do cromossomo 5, que revelou hibridagcao desta em ambos os cromossomos 5
da mae (Figura 19 C). Portanto, trata-se de um rearranjo cromossémico de novo. As
principais caracteristicas clinicas apresentadas foram: microcefalia, implantacao
baixa dos cabelos na nuca, dois apéndices pré-auriculares a direita, epicanto,
sinofre, hipoplasia malar, micrognatia, clinodactiia em 5° dedo da mao
(bilateralmente), mancha café-com-leite em face lateral direita do térax, cardiopatia

congénita, marcha com base alargada e déficit intelectual.

A delecdo em 5p é associada a Sindrome de Cri du chat, descrita em
1963 por Lejeune e colaboradores. O fenédtipo classico predominante dessa
sindrome é composto por choro tipico, caracteristicas dismérficas, atraso de
crescimento e desenvolvimento. A variabilidade fenotipica observada nos pacientes
com essa sindrome se deve aos diferentes pontos de quebra e dos seus genotipos.
Embora os pontos de quebra sejam similares, ndo ha um recorrente (78).

Como os estudos na literatura reforcam, a variabilidade na apresentagao
fenotipica dos pacientes com a Sindrome de Cri du Chat pode ocorrer devido a
diferencas presentes em seus genétipos, além disso, a interacdo dos genes
presentes nessas duas regides 5p15 e 13934 podem contribuir para tais diferencas
(53).

As delegbes 5p estdo entre as alteragbes cromossdémicas mais
recorrentes no EOAV (31, 49-54). Dessa forma, a possibilidade de haver genes
dentro da regido associada ao fenoétipo da Sindrome de Cri du Chat que estao
implicados no fenotipo do EOAV foi sugerida por Choong e colaboradores (2003).

Na literatura, os casos descritos de EOAV com delegé&o 5p compartilham
algumas caracteristicas, principalmente os apéndices pré-auriculares (Tabela 7).

O brago longo do cromossomo 13 € uma regido rica em genes. A
duplicagdo 13q34 foi encontrada em paciente que apresentava dimorfismos faciais,
deficiéncia intelectual, distonia e cancer de mama. Os autores sugeriram que o0 gene

TFDP1 pode ser a causa de um ou mais dos sinais apresentados pela paciente do



67

sexo feminino. No entanto, seu pai que também possuia essa alteracdo nao

apresentou deficiéncia intelectual (91).

Outro individuo com trissomia 13934 devido a uma translocacao
13q;21p, na qual houve conservacao da maior parte da regiao codificante telomérica
do cromossomo 21 derivado, foi descrito com atraso intelectual grave e dismorfismos
faciais: fronte pequena e protuberante, hipertelorismo ocular, ponte nasal baixa, filtro
labial apagado, palato alto e arqueado e maos pequenas (92).

No DECIPHER o paciente 288802 que possui duplicacédo de 1,33 Mb
em 13934, classificada como patogénica, apresentou disartria, deficiéncia intelectual

e tiques.
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Figura 19. Resultado de ACM do individuo 5 mostrando duas variantes patogénicas A:
perfil de hibridacao parcial do cromossomo 5 mostrando uma dele¢cdo de 10.772 kb na
regido 5p15.33 arr[GRCh37]5p15.33p15.2(113576_10885441)*1. B: perfil de hibridagcdo do
cromossomo 13 mostrando uma duplicacdo de 2.000 kb na regido 13q34
arrfGRCh37]13934(113107756_115107733)°3; C: Resultado de FISH (Hibridagdo
Fluorescente in situ) da mae do paciente mostrando o sinal da sonda 5pter subtelomérica
marcada em verde.
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Tabela 7. Comparacao do fenotipo dos casos de EOAV com delecdao 5p

descritos na literatura e o individuo 5.

Dyggv )
e_and Ladekarl, Neu  Choong Josifova Descartes Ala- Individuo
Mikkls 1968 et al, et al, et al, et al. 2006 Mello et 5
en, 1982 2003 2004 ’ al, 2008
1965
del
del op12.93
i 5p15.3, del 5p15,
Alteragio  9®L4  geisp 9 geisp1a dup del 219223, "y
5p 5p14 5p15.33 a-
8p23.1 p- ter.dd 13934
ter er.acup
2192192
2
OAV
Macrostomia - - D NR - E E -
Microssomia NR " N : : ¥ :
hemifacial
Apendice D E B B B B E D
pré-auricular
Microtia - - D - NR - - -
Derméide
epibulbar - + NR + - i + il
Alteragbes NR NR NR NR NR NR . .
vertebrais
OUTROS
Cardiopatias - - - - - + +
Alt 0
Yo mambes NR NR NR  NR NR + : i
Alteragbes
renais NR NR NR + NR - - -

5.2.2 Variantes de significado

significance — vus)

incerto (variants

of unknown

Quatro variantes de significado incerto foram observadas: uma duplicagéo

em 9p22.1 no individuo 6 (Figura 20); uma duplicagdo em 5922.1 encontrada no

individuo 13 (Figura 21); delecbes em 22q11.2 e perda de heterozigose em 17p12

encontradas no individuo 25 (Figuras 22 - 24).
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5.2.2.1 Duplicacao em 9p22.1

O Individuo 6 apresentou uma duplicacdo em 9p22.1 de 425 kb. As
principais caracteristicas clinicas apresentadas foram: occipital plano, implantacao
baixa de cabelos na nuca, assimetria facial, apéndices pré-auriculares, coloboma,
epicanto, estrabismo, macrostomia com fenda lateral, hérnia umbilical, clinodactilia
do 2° dedo do pé.

574-16_HE_Samira_(CytaStan7 50K_Array).cy 750K cyenp: Copy Number State (segments)

§74-16_HE_Samira_(CytoScan750K_Array) cy 750K eychp: Weighted Log2 Ratio
15

§74-16_HE_Samira_(CyloScan750K_Array).cy750K.cychp: Allele Difference
L15

Los
—-05

Las 7

ADAMTSL (808198) SLC24A2 (509838) MLLT3 (159558) Fou
{Dkb 18200kh 18400kb 18600kb 18800kh 19000kh 19200kh 19400kb 19600kh 19800kh 20000kh 20200kb 20400kh 20600kh

Figura 20. Resultados de ACM do individuo 6 mostrando perfil de hibridacdo do
cromossomo 9 com uma duplicagdo de 425 kb na regido 9p22.1 arr[GRCh37]
9p22.1(19037935_19463385)"3, classificada como variante de significado incerto.

As duplicagbes em 9p isoladas ndo séo frequentes, associadas as
trissomias do cromossomo 21, 18 e 13 sdo as trissomias mais frequentes
encontradas em recém-nascidos, isto esta relacionado a baixa concentragdo génica

nesta regido (93).

Associados a duplicagcdo 9p parcial e completa incluem os sinais clinicos:
nariz proeminente e largo, ponta nasal bulbosa, baixa implantagdo das orelhas,
pescoco curto, clinodactilia e atraso de desenvolvimento neuropsicomotor e de fala
(93). No entanto, a regido 9p22.3-p23 tem sido considerada a regido critica para a

Sindrome de duplicacdo em 9p (94).

Na literatura uma menina com uma duplicagédo em 9p, (9p)(p22.1—p13.1)
de aproximadamente 20 Mb apresentou quociente de inteligéncia (Ql) normal e
poucos sinais clinicos, como dolicocefalia, dentes aglomerados e palato alto (94).
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A duplicacao do individuo 6 deste estudo possui 425 kb e 7 genes, dos
quais 5 estao catalogados na base de dados OMIM: RRAGA, HAUS6, PLIN2, RPS6,
ACER2. Nao houve sobreposicdo desta alteracdo com os 117 controles da
populacao brasileira. No aDGV e DGV nao houve alteracdo com 100% de
sobreposicdao. No DECIPHER foram observadas cinco duplicacbes menores,
sobrepondo boa parte da alteracao, e outras alteragdes maiores. Os individuos do
DECIPHER apresentaram fenda de palato, micrognatia, atraso no desenvolvimento
e hipotonia central. Essas alteragdes foram consideradas VUS.

Nao ha associacao dos genes, dentro ou préximo da regiao alterada, com
alteracbes no desenvolvimento dos arcos faringeos. Portanto, como nao foi possivel
estabelecer uma correlacao genétipo-fenétipo e essa duplicacdo é uma variante rara

de origem parental desconhecida, foi classificada como VUS.

5.2.2.2 Duplicacao em 5¢22.1

O Individuo 13 apresentou uma duplicagdo em 22q11.22 de 261 kb que
foi classificada como benigna e uma duplicacdo em 5g22.1 de 536 kb (Figura 21)
classificada como VUS. As principais caracteristicas clinicas apresentadas foram:
orelha de formato rudimentar e de implantacédo baixa, fenda de palato, atraso motor
e de linguagem; quadro sugestivo de déficit intelectual.
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Figura 21. A: resultado e MLPA do individuo 13 mostrando uma duplicagédo no TOP3B. B-
C: resultado de ACM; B: perfil de hibridagdo do cromossomo 22 mostrando uma duplicacao
de 261 kb na regido 22q11.22 arfGRCh37] 22911.22(22311348_22572480)"3; C: perfil de
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hibridagdo do cromossomo 5 mostrando uma duplicacdo de 536 kb na regido 5g22.1
arr[GRCh37]5¢22.1(110237190_110772699)’3.

A duplicacao em 22q11.2 do individuo 13 engloba o gene TOP3B. Essa
duplicacao pode ser encontrada em pacientes fenotipicamente normais (95). Na
literatura sua delecao foi observada em paciente com dismorfismos faciais e
deficiéncia intelectual (96). No entanto, na base de dados DGV essa duplicacao foi
observada em estudos diferentes em mais de dois individuos, sendo considerada

uma CNV comum e, portanto, classificada como benigna.

A duplicagdo em 59022.1 engloba trés genes catalogados na base de
dados OMIM: TSLP, WDR36 e CAMK4. Na anélise da ACM nao houve sobreposicao
com os 117 controles da populagao brasileira. No aDGV nao foi observada alteragao
igual ou menor e no DGV nenhuma duplicacdao ou dele¢do apresentou 100% de
sobreposicao. No DECIPHER todas as duplicacdes e dele¢cdes sdo muito maiores
do que a encontrada neste individuo.

Nao foi possivel realizar a correlacdo genétipo-fenétipo baseado em
estudos da literatura e nas fungdes dos respectivos genes, pois até o0 momento nao
ha estudos que associam esses genes a defeitos no desenvolvimento das estruturas
craniofaciais, dos arcos faringeos ou de outros sinais clinicos que o individuo 13
possui. Portanto, como essa duplicacdo € uma variante rara de origem parental

desconhecida, foi classificada como VUS.

5.2.2.3 Delecao em 22q11.2 e perda de heterozigose em 17p12

O Individuo 25 apresentou delecdo das sondas correspondentes ao gene
TBX1 em 22q11.2 e da sonda correspondente ao gene SHANK3 em 22q13, por
MLPA (Figura 22). Porém, nenhuma alteragdo em 22q11.2 ou 22q13 foi detectada
pela técnica de ACM. Entretanto, a cobertura de sondas do chip utilizado nao
permite a deteccédo de delecdo do gene TBX1. Esta técnica, por sua vez, detectou
uma perda de heterozigose de 8,0 Mb em 17p12 (Figura 24). Para a confirmagéo do
resultado da delecdo do gene TBXT7 foi utilizado o ensaio de MLPA P324-A1 que
revelou a delecdo de 8 éxons do gene TBXT1 (éxons 1 ao 8) de aproximadamente
9.237 pb (Figura 23).
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As principais caracteristicas clinicas deste individuo foram: microtia D

grau Il; malformacdo de ossiculos, assimetria facial; hipoplasia de hemiface D;

hipoplasia da musculatura facial; hipoplasia malar; hipoplasia mandibular; hipoplasia

vertebral e hemivértebras.
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Figura 22. Resultado de MLPA do individuo 2
genes TBX1e SHANKS.
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Figura 23. A: controle negativo; B: controle positivo de delecdo proximal 22q11.2; C:
delecdo de 8 éxons do gene TBXT7 do individuo 25. Obs: As sondas dos genes GSC2 e
PRODH frequentemente aparecem deletadas por estarem localizada dentro ou préxima a
uma ilha CpG e pela presenga de SNPs, respectivamente.
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Figura 24. Resultado de ACM do individuo 25: perfil de hibridagcao parcial do cromossomo

17 mostrando uma regido de perda de heterozigose em 17p12 de 8.000 kb
arr[GRCh37]17p12p11.2(13678238_22170994) hmz.




76

O gene TBX1 esta localizado na regidao proximal (LCRs A e B) em
22911.2, sendo deletado em todos os casos que possuem a Sindrome de delecao
22q11.2. Essa sindrome também ocorre pela falha no desenvolvimento dos arcos
faringeos e 0 gene TBX1 esta associado a grande parte das caracteristicas clinicas
dessa condigao (97).

A haploinsuficiéncia do gene TBX7 é considerada uma das principais
causas dos defeitos cardiacos congénitos da sindrome de delecdo 22q11.2. Em um
estudo realizado por Xu e colaboradores (2014) (98) foram investigados 199
individuos com defeitos conotruncais (DCT) sem microdelecdao 22q11.2 e foi
identificada uma mutacdo de novo missense no TBX1 com perda de funcdo. Os
autores consideraram que essa mutacao pode ser a causa dos defeitos conotruncais

em individuos que ndo possuem a delegao 22q11.2.

Em outro estudo recente, 136 individuos com DCT foram investigados
pelo sequenciamento do TBX7 e uma nova mutacdo em heterozigose com perda de
funcao foi identificada em um individuo com Transposicdo de Grandes Artérias
(TGA) (99).

A haploinsuficiéncia do TBX7 em modelo animal demonstrou ser
importante para o desenvolvimento das artérias do quarto arco faringeo e uma
mutacdo em homozigose levou a disrupg¢ao do sistema arterial dos arcos faringeos
(100). Além disso, também foi associada a malformacdes na orelha (101). O
individuo 25 ainda nao possui exames que confirmem a presencga ou nao de defeitos

cardiacos, mas apresenta microtia e malformagéo de ossiculos.

No entanto, na literatura ndo ha descricdo de mutagdes no gene TBX7 em
individuos com EOAV. No DECIPHER o paciente 260594 com DI apresenta uma
delegéo do gene TBX71. No DGV também foram observados individuos com deleg&o
do gene TBX1. Dessa forma, essa alteracédo foi classificada como VUS.

A regido de perda de heterozigose em 17p12 possui 54 genes
catalogados na base de dados OMIM. Quando frequente no genoma de um
individuo, a perda de heterozigose pode indicar consanguinidade dos pais. Por outro
lado, quando esporadica, 0s mecanismos de origem mais comuns Sa0 0S erros na
forquilha de replicacdo do DNA causados pela presenca de DS ou de sequéncias
menores que possuem micro-homologia (102).
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Quando ha perda de heterozigose em uma regido gendmica, algumas
doencas podem se manifestar como consequéncia de genes recessivos presentes
na regido, pela maior chance deles se encontrarem em homozigose e/ou regioes
que sofrem imprinting genémico nao serem expressas. Essa regido, 17p12, ndo é

uma regidao gendmica que sofre imprinting (www.geneimprint.com).

Ha algumas condigdes recessivas causadas por genes localizados dentro
dessa regidao, mas nao explicam o fenédtipo desse individuo. A que mais se
aproximou das caracteristicas clinicas do individuo 25 foi o gene PIGL responséavel
pela Sindrome de CHIME, que possui como algumas de suas caracteristicas orelhas
malformadas (103).

5.3 Discussao geral

Os resultados encontrados neste trabalho reforcam a heterogeneidade
clinica presente no EOAV, bem como a sua heterogeneidade etiol6gica e genética.
Apés caracterizagdo clinica desta casuistica, verificou-se que 21/30 individuos
preencheram os critérios minimos de EOAV sugeridos na literatura (presenca de
microtia e/ou apéndices pré-auriculares + microssomia hemifacial) e que 9/30 nao
preencheram esses critérios, apresentado apenas alguns sinais clinicos que fazem
parte do EOAV. Encontraram-se desequilibrios genémicos em ambos 0s grupos,
porém desequilibrios patogénicos foram encontrados apenas no grupo de pacientes
que nao preenchia os critérios minimos sugeridos. Encontraram-se VUS em ambos

os grupos (Figura 25).

H Sem alteragdes Com alteragdes

Preencheramcritérios N3o preencheram critérios

Figura 25. Numero de individuos que preenchem os critérios clinicos minimos de EOAV
sugeridos na literatura e numero de alteragdes encontradas nos testes de MLPA e ACM.
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Trés (10%) desequilibrios genémicos foram encontradas em 22q11.2, dos
quais uma foi classificada como patogénica, no individuo 1, que nao preencheu os

critérios clinicos minimos sugeridos pela literatura.

Das alteracbes encontradas em outras regides genémica pela técnica de
ACM, um dos dois desequilibrios genémicos patogénicos encontrados no individuo
5, a delecdo em 5p15 atribuiu-lhe o diagnéstico da Sindrome de Cri-du-Chat. Ao
buscar na literatura resultados semelhantes, observou-se que a maioria dos
pacientes ndao preenchem os critérios clinicos minimos para o diagnoéstico de EOAV,
incluindo o individuo 5. Dessa forma, supde-se que os sinais de EOAV, poderiam ser
adicionais a Sindrome de Cri-du-Chat e que este pode ser um diagnéstico diferencial
de EOAV em individuos com sobreposicao de sinais clinicos encontrados em ambas
as condigoes.

As VUS presentes no individuo 6 e 13 podem mudar de classificagdo com
novos estudos, podendo inclusive ser variacbes normais que ainda nao foram
descritas na literatura ou registradas em bases de dados. O individuo 6 também nao

preencheu os critérios clinicos minimos propostos pela literatura.

Para os casos com alteracbes clinicas adicionais major e que foram
investigados por ACM, mas nao foram encontrados desequilibrios genémico ou que
nao foram classificados como patogénicos, ndo se descarta a hipétese de que a
causa possa ser genética. Na literatura a etiologia da maioria dos casos de EOAV
permanece desconhecida, sendo considerada a possibilidade de ser multifatorial. No
entanto, como observado nesta casuistica, em algumas familias ha consanguinidade
ou recorréncia familial, levando a suspeita de que possa haver mutagbes em genes
de heranca recessiva. Além disso, mutagdes no gene MYT1 também foram

descritas, que podem apresentar penetrancia incompleta (5).

O gene MYT1 pode ser uma das causas desses individuos que ainda
estdo sem diagnéstico e foram investigados por ACM. Portanto, outros métodos
seriam indicados para o estudo de genes candidatos para o EOAV e diagnéstico

diferencial, como o sequenciamento do exoma.
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6. Conclusao

Foram detectadas alteracdes em 22g11.2 por MLPA em trés individuos,
10% da casuistica. Porém, apenas uma foi considerada patogénica (3,3%). Assim, a
triagem especifica da regidao 22g11.2 nao seria indicada para a investigacao de
EOAV. Considerando a heterogeneidade etiolégica desta condicdo, a técnica de

ACM seria mais vantajosa na deteccao de alteragdes patogénicas.

Foram detectados desequilibrios genémicos em outras regides genémicas
por ACM em trés individuos. Porém, alteracbes consideradas patogénicas foram

encontradas em apenas um individuo.

Ambos os individuos com alteragdes patogénicas apresentaram sinais
clinicos major adicionais, reforcando que a indicacdo para a investigacdo de
desequilibrios gendmicos pela técnica de ACM seria importante para aqueles
individuos que possuem sinais clinicos major associados.

As alteragcdes patogénicas encontradas em 5p e em 22g11.2 reforcam os
dados da literatura, que apontam desequilibrios genémicos nessas regidées como 0s

mais recorrentes em EOAV.

Houve correlagdo gendtipo-fenétipo entre as alteracées patogénicas
encontradas e as caracteristicas clinicas desses individuos. Nao foi possivel
estabelecer correlagdo gendtipo-fendtipo entre as variantes de significado incerto e
0s sinais clinicos dos individuos com essas alteragdes.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desequilibrios gendémicos no Espectro éculo-auriculo-vertebral
Pesquisador: Samira Spineli Silva

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 56915816.6.0000.5404

Instituicao Proponente: Faculdade de Ciéncias Medicas - UNICAMP
Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.649.207

Apresentagao do Projeto:

O Espetro éculo-auriculo-vertebral ou Microssomia Hemifacial apresenta grande variedade fenotipica e
etiolégica, o que dificulta o seu diagndstico clinico. As estruturas acometidas sédo aquelas derivadas dos
primeiros arcos faringeos, principalmente, orelhas, ouvidos, olhos, boca, mandibula e vértebras. O paciente
pode ser afetado uni ou bilateralmente e pode apresentar anomalias de érgéaos e sistemas, sendo a principal
causa de 6bito de EOAV as anomalias cardiacas. Muitos estudos tém investigado desequilibrios genémicos
em pacientes com esta condic&o. Desequilibrios genémicos em 22q11.2 tém sido encontrado em pacientes
diagnosticados com EOAV.Serdo incluidos neste estudo cerca de 100 pacientes com hipétese diagnostica
de EOAV, encaminhados pelos respectivos médicos. Apos a avaliaco clinica, serdo colhidos de 8 a 16 ml
de sangue dos pacientes, em tubos contendo EDTA e heparina sddica, e esses serdo encaminhados ao
Departamento de Genética Médica da FCM/Unicamp.

As amostras serdo encaminhadas de 10 servicos de genética diferentes,incluindo o da Unicamp e nove
outros centros colaboradores do Projeto Cranio-Face Brasil:

1. Servigo de Genética Medica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (Campinas-
P);
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. Centro de Atendimento Integral ao Fissurado labiopalatal - CAIF (Curitiba-PR);

. Centro de Atencgéo aos Defeitos da Face - CADEFI (Recife-PE);

. Centrinho —Joinville (SC);

. Servico de Genética do Hospital Geral César Cals (Fortaleza-CE);

. Centro Estadual de Tratamento de Anomalias Craniofaciais do Rio d Janeiro (RJ);

. Grupo de Tratamento de Fendas Labiopalatais da Univ Federal de Natal (Natal-RN).

. Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre-RS);

O 00 N O ;RN

. Servico de Genética da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto (SP);
10. Servico de Genética da Universidade Federal de Alagoas (Maceid — AL).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Investigar desequilibrios gendmicos no Espetro oculo-auriculo-vertebral

Objetivo Secundario: Investigar desequilibrios gendémicos na regido 22q11.2 em pacientes com diagnéstico
clinico de EQAV, pela técnica de MLPA;investigar desequilibrios genémicos em outras regides, nos casos
sem delecdo em 22q11.2, pela técnica de array-GH; realizar correlacdo gendtipo-fendtipo comparando as
caracteristicas clinicas ohservadas nos pacientes com o0s desequilibrios gendmicos encontrados.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: O unico risco previsivel até o momento € aquele relacionado a coleta de sangue periférico. Esta sera
realizada por profissional treinado e com material adequado. O risco sera apenas de dor leve durante o
procedimento e possibilidade de formacdo de manchas rochas na regido da coleta.

Beneficios: Ndo ha beneficios diretos aos participantes. Porém nos casos em que forem encontrada
alteracGes afravés dos exames realizados, a familia podera receber o aconselhamento genético, se assim
desejarem. O Unico beneficio para o participante e sua familia & a realizacdo de testes genéticos (com a
finalidade de diagnéstico) que ainda n@o estdo disponiveis na rede publica de saude.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de mestrado em Ciéncias Médicas da Faculdade de Ciéncias Médicas, UNICAMP.

Critério de Inclusdo: Pessoas com diagndstico clinico de Espectro éculo-auriculo-vertebral, de qualquer sexo
e idade.

Critérios de exclusdo: n&o informados.

Periodo de coleta de dados: 01/08/2016 a 01/02/2018.
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Biorrepositorio: REGULAMENTO DO BIORREPOSITORIO DE INDIVIDUOS E FAMILIAS REGISTRADOS
NO BANCO DE DADOS DE FENDAS OROFACIAIS DO BRASIL ( ja aprovado anteriormente para o referido
projeto).

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Foram apresentados na presente versio:

- Formulario de informacdes basicas so projeto.

- carta de resposta a pendéncias emitidas em parecer anterior.

- Termo de assentimento, destinado a menores e tre 13 e 18 anos de idade.

- projeto atualizado

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Projeto em acordo com os preceitos da Res. CNS 466-2012.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:
- O sujeito de pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra,
por ele assinado (quando aplicavel).

- O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apds analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacédo, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de uma estratégia diagnéstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos
da pesquisa, isto &, somente em caso de necessidade de acdo imediata com intuito de proteger os
participantes.

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
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adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e a Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA - junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e

sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao

do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou |l apresentados anteriormente a

ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma, junto com o parecer aprovatorio

do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apds a data deste

parecer de aprovacdo

e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucéo 466/2012 , item XI.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 22/07/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 731831.pdf 11:38:23
Qutros Carta_Resposta.pdf 22/07/2016 | Samira Spineli Silva | Aceito
11:34:04

Qutros Termo_de_Assentimento.pdf 22/07/2016 | Samira Spineli Silva Aceito
11:33:22

Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 22/07/2016 | Samira Spineli Silva Aceito

Brochura 11:28:48

Investigador

Qutros AtestadoMatricula.pdf 09/06/2016 | Samira Spineli Silva Aceito
17:45:11

Declaracdo de Biorrepositorio.pdf 09/06/2016 | Samira Spineli Silva Aceito

Manuseio Material 17:36:54

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

TCLE / Termos de |TCLE.pdf 09/06/2016 | Samira Spineli Silva Aceito

Assentimento / 17:32:14

Justificativa de

Auséncia
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Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 08/06/2016 |Samira Spineli Silva | Aceito
10:49:05

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

CAMPINAS, 26 de Julho de 2016

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini

(Coordenador)
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8.2 Anexo 2. Termo de Consentimento Livre Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Desequilibrios gendmicos no Espectro dculo-auriculo-vertebral

Nome do responsavel: Samira Spineli Sllva
Ndmero do CAAE: (56915816.6.0000.5404)

Vocé, ou a pessoa pela qual é responsavel, esta sendo convidado a participar como
voluntario de uma pesquisa. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, visa assegurar seus direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma
que devera ficar com vocé e outra com o pesquisador.

Por favor, leia com atencdao e calma, aproveitando para esclarecer suas duvidas. Se
houver perguntas antes ou mesmo depois de assina-lo, vocé podera esclarecé-las com o
pesquisador. Se preferir, pode levar este Termo para casa e consultar seus familiares ou outras
pessoas antes de decidir participar. Nao havera nenhum tipo de penalizacao ou prejuizo se
vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

As causas do Espectro éculo-auriculo-vertebral (EOAV) ou Sindrome de Goldenhar
ainda ndo estao bem esclarecidas e ha poucos estudos sobre sua causa. Compreender as
causas de uma doenca geneética é importante para poder realizar o aconselhamento genético.
Portanto, o objetivo geral deste estudo € investigar as causas de EOAV pela realizacao de
exames que permitem a identificacio de desequilibrios gendmicos (ganho ou perdas de
pedacos do DNA).

Procedimentos:

Participando do estudo vocé esta sendo convidado a: permitir a coleta de sangue
periférico (venoso), para cultura de linfécitos e extracdo do DNA, para a realizacdo dos
seguintes exames genéticos: MLPA (Multiplex-liganting probe amplification); array-GH
(Hibridacdo gendmica em arrays); e FISH (Hibridacdo in situ com fluorescéncia) para a
confirmacao dos resultados.

Desconfortos e riscos:

A coleta de sangue sera realizada por profissional treinado, com material adequado
(estéril e descartdvel). O tnico risco previsivel até o momento é aquele relacionado i coleta de
sangue periferico. O risco sera apenas de dor leve durante o procedimento e possibilidade de
formacdo de manchas rochas na regido da coleta.

Beneficios:
O unico beneficio para o participante e sua familia é a realizacao de testes genéticos
(com a finalidade de diagndstico) que ainda ndo estdo disponiveis na rede publica de satde.

Acompanhamento e assisténcia:

O acompanhamento do participante sera realizado pelo geneticista clinico, em
consultas regulares junto ao servigo de genética. Os resultados dos exames serdo informados
por este mesmo profissional.

Sigilo e privacidade:
Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Vocé tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma
informacao sera dada a outras pessoas que nao facam parte da equipe de pesquisadores. Na
divulgacdo dos resultados desse estudo, seu nome ndo sera citado.

Ressarcimento e Indenizacao:

Esta pesquisa ndo prevé ressarcimento de despesas, pois todos os procedimentos
serdo realizados em consultas de rotina junto ao servico onde € atendido. O participante tera
direito a indenizacao em caso de danos decorrentes do estudo.

Aconselhamento genético:

Os resultados serdao transmitidos a familia por um meédico geneticista clinico
experiente em consulta agendada no servico de saude que a familia € acompanhada.

O aconselhamento genético podera ser realizado, se for o desejo da familia, por esse
mesmo profissional.

Armazenamento de MATERIAL BIOLOGICO:

Todas as amostras de sangue coletadas serdo processadas e armazenadas nos
Laboratorios de Genética Molecular e Citogenética e Citogendmica da Faculdade de Ciéncias
Médicas UNICAMP durante o tempo que a investigacao diagnostica durar.

Vocé poderd, também, autorizar a armazenagem do material em definitivo para
futuras pesquisas sobre o assunto. No entanto, antes de se realizar qualquer estudo futuro,
serd solicitada a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa para tal.

() concordo em participar do presente estudo, porém NAO AUTORIZO o armazenamento do
meu material biologico, devendo o mesmo ser descartado ao final desta pesquisa.

( ) concordo em participar do presente estudo e AUTORIZO o armazenamento do meu
material biologico, sendo necessario meu consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser
aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela CONEP.

() Autorizo a tomada de fotografias minha ou da pessoa sob minha guarda, para publicagdo
em revista cientifica, se houver contribuicdo relevante apos a conclusao da investigacao.

( ) Concordo que as informacgdes clinicas e resultados de exames (SEM NENHUMA
IDENTIFICACAO PESSOAL) possam ser consultadas na Base de Dados do Projeto Cranio-Face
Brasil, por outro profissionais da drea da salde para comparagao com hases mundiais visando
melhorias em protocolos de investigacao diagnostica.

Vocé, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou
prejuizos, pode retirar o consentimento da guarda e utilizacdo do seu material biologico
armazenado. O descarte do material armazenado sera autorizado nas seguintes situacoes:
(detalhar).

Em caso de falecimento ou condigdo incapacitante, os direitos sobre o material
armazenado deverdo ser dados a:

Contato:

Em caso de dividas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores
Samira Spineli Silva, Prof. Tarsis Antonio Paiva Vieira ou Profa. Vera Lucia Gil da Silva Lopes.
Rua Tessdlia Vieira de Camargo, 126, andar térreo FCM 01, no Departamento de Genética
Médica, CEP 13083-887 Campinas — SP. Telefones: (19) 3521-8906 ou (19) 3521-8909. E-mail:
samiraspineli@gmail.com

Rubrica do pesquisador: Rubrica do participante:
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Em caso de denulncias ou reclamacgdes sobre sua participacao e sobre questdes éticas do
estudo, vocé podera entrar em contato com a secretaria do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UNICAMP das 08:30hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:00hs na Rua: Tessalia Vieira de
Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefone (19) 3521-8936 ou (19) 3521-7187; e-
mail: cep@fcm.unicamp.br.

O Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

O papel do CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de todas as pesquisas
envolvendo seres humanos. A Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP), tem por
objetivo desenvolver a regulamentacao sobre prote¢do dos seres humanos envolvidos nas
pesquisas. Desempenha um papel coordenador da rede de Comités de Etica em Pesquisa
(CEPs) das instituicGes, além de assumir a funcdo de 6rgdo consultor na drea de ética em
pesquisas.

Consentimento livre e esclarecido:

Apos ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos,
beneficios previstos, potenciais riscos e o incbmodo que esta possa acarretar, aceito participar
e declaro estar recebendo uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por
mim, tendo todas as folhas por nés rubricadas:

Nome do (a) participante:

Contato telefonico:

e-mail (opcional):

Data: / /
(Assinatura do participante ou nome e assinatura do seu RESPONSAVEL LEGAL)

Responsabilidade do Pesquisador:

Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolucio 466/2012 CNS/MS e
complementares na elaboracdo do protocolo e na obtencdo deste Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao
participante. Informo que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi
apresentado e pela CONEP, quando pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os
dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento
ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /

(Assinatura do pesquisador)

Rubrica do pesquisador; Rubrica do participante;

warsio: margo-2016 Pég'na 3 de 3
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8.3 Anexo 3. Fotos dos individuos da casuistica
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8.4 Anexo 4. Artigo — Relato de Caso
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Distal deletion at 22q11.2 as differential diagnosis in Craniofacial ()
Microsomia: Case report and literature review S

Samira Spineli-Silva, Luciana M. Bispo, Vera L. Gil-da-Silva-Lopes, Térsis P. Vieira®

Department of Medical Genetics, Faculty of Medical Sciences, University of Campinas (UNICAMP), Campinas, SP, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Craniofacial Microsomia (CFM) also known as Oculo-auriculo-vertebral Spectrum (OAVS) or Goldenhar
Syndrome, presents wide phenotypic and etiological heterogeneity. It affects mainly the structures originated
from the first and second pharyngeal arches. In addition, other major anomalies may also be found, including
congenital heart diseases. In this study, we report a patient with distal deletion in the 22q11.2 region and a
phenotype which resembles CFM. The proband is a girl, who presented bilateral preauricular tags, left auditory
canal stenosis, malar hypoplasia, cleft lip and palate, mild asymmetry of soft tissue in face, congenital heart
disease, intestinal atresia, annular pancreas and hydronephrosis. The genomic imbalances investigation by
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) and Chromosomal Microarray Analysis (CMA) re-
vealed a distal deletion of 1,048 kb at 22q11.2 encompassing the region from Low Copy Repeats (LCRs) D to E.
We did review of the literature and genotype-phenotype correlation. This is the sixth case of distal 22q11.2
deletion resembling CFM and the second encompassing the region between LCRs D to E. All cases share some
phenotypic signs, such as preauricular tags, facial asymmetry, cleft lip and palate, and congenital heart diseases.
Candidate genes in this region have been studied by having an important role in pharyngeal arches develop-
mental and in congenital heart diseases, such as HIC2, YPELland MAPK1/ERK2. This case corroborates the
phenotypic similarity between 22q11.2 distal deletion and CFM/OAVS. It also contributes to genotype-pheno-
type correlation and reinforces that candidate genes for CFM, in the 22q11.2 region, might be located between
LCRs D and E.

Keywards:

Distal 22q11.2 deletion
Craniofacial Microsomia
Oculo-auriculo-vertebral Spectrum
Goldenhar Syndrome

1. Introduction the most frequent alterations found (Beleza-Meireles et al., 2015). The
chromosome 22 have eight LCRs (Low Copy Repeats), sequences with

Craniofacial Microsomia (CFM) also known as Oculo-auriculo-ver- high homology that are subtracts to non-alellic homology recombina-

tebral Spectrum (OAVS, OMIM 164210) Goldenhar Syndrome and
Hemifacial Microsomia (HFM) is a congenital condition that occurs due
to a morphogenesis defect of the first and second pharyngeal arches.
The prevalence in the population is approximately 1:26.000 (Barisic
et al., 2014) and the main structures affected are ears, eyes, mandibles
and cervical spine (Ashokan et al., 2014). Other congenital defects may
occur, such as congenital heart diseases, which represent the main
cause of CFM deaths (Rosa et al., 2010).

The wide phenotypic and etiologic heterogeneity hampers the
clinical diagnosis. The main craniofacial features observed are: mi-
crotia/anotia, preauricular tags and pits, epibulbar dermoids, facial
asymmetry, malar hypoplasia, mandibular hypoplasia and orofacial
clefts (Silva et al., 2015).

Genetic causes of CEM are not well elucidated yet. Some recent
studies have been investigated genomic imbalances in patients with this
condition and deletions or duplications in the 22q11.2 region represent

tion (NAHR) and to originate recurrent CNVs (copy number variations).
In this region, CNVs are classified as proximal, central and distal
(Burnside, 2015). The proximal deletion, also known as typical dele-
tion, is associated to the 22q11.2 Deletion Syndrome, and is flanked by
LCRs A and D (~3Mb) or from A and B (~1,5Mb). There are five
OAVS/CFM cases with distal (atypical) deletions 22q11.2 encom-
passing LCRs D to G described in the literature (Jackson et al., 2007; Xu
et al., 2008; Lafay-Cousin et al.,, 2009; Tan et al., 2011; Torti et al.,
2013). We report a patient with distal deletion in the 22q11.2 region
between LCRs D and E and a phenotype suggesting CFM.

2. Clinical report
This study was approved by the Ethics Committee Board of the

University of Campinas (Number 35316314.9.1001.5404). Written in-
formed consents and permission to use the images were obtained from

* Corresponding author. Department of Medical Geneties, University of Campinas, Tessalia Vieira de Camargo Street, 126, CEP 13083-887 Campinas, SP, Brazil.

E-mail address: tvi

@fem.unicamp.br (T.P. Vieira)
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her parents.

The proband is a girl, first child of healthy, young and non-con-
sanguineous parents, with no significant family history. She was re-
ferred to genetics evaluation due to cleft lip and palate, intestinal
atresia, annular pancreas, hydronephrosis and congenital heart disease
(CHD). Her mother presented pre-eclampsia during the pregnancy and
she was medicated with Methyldopa and Hydralazine. There were no
known exposures to illness infections, tobacco, alcohol or drugs during
pregnancy. Antenatal ultrasound, approximately on the 5th month of
gestation, revealed a cleft lip and palate, jejunal stenosis and bilateral
hydronephrosis. Due to pre-eclampsia, she was delivered at preterm (35
weeks and 5 days) by uncomplicated cesarean section. At birth, her
weigh was 1765g (- 2.1 SD), length 42cm (- 2.3 SD), head cir-
cumference 31 em (—0.84 SD). Early in the neonatal period, the patient
underwent duodenal anastomosis and parenteral nutrition was required
for 11 days. In this period, an abdominal ultrasonography showed
moderate pyelocaliceal dilatation with bilateral renal echogenicity in-
crease. A cardiac evaluation, including echocardiography, revealed at-
rial septal defect (ASD) and ventricular septal defect (VSD) and a
neonatal hearing screening showed no response for the right ear.
However there was no follow-up about hearing impairment.

Clinical examination at two months of age revealed flat occiput,
low-set and dysmorphic ears, bilateral preauricular tags, stenosis of left
auditory canal, malar hypoplasia, epicanthus, mild asymmetry of soft
tissue in face, right nasal cleft, bilateral cleft lip, complete cleft palate,
clinodactyly of the 5th finger. Her psychomotor development was
otherwise normal at time. However, developmental delay became
progressively evident. The ASD resolved spontancously. She did not
present ocular and vertebral malformations.

At the last clinical evaluation, at 11 years old, her height was
129.0cm (—2,01 SD), weight 24.4kg (—2,25 SD) and head cir-
cumference 50 cm (—2,1 SD). Physical examination revealed the same
dysmorphic features, with surgically corrected cleft lip and palate and
removed preauricular tags. In addition, she showed high frontal hair-
line and depressed nasal bridged - (Fig. 1). She also presented speech
and developmental delay. VSD resolved spontaneously. Echocardio-
graphy, vertebral column X-ray and ophthalmologic assessments were
normal. At 11 years old there was no complaint of hearing loss, how-
ever no specific hearing evaluation was conducted.

The G banding karyotype with a total of 50 analyzed cells with a
resolution of 500 bands was normal. The multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification (MLPA) analysis, with the P250-B2 kit (MRC-
Holland®, Amsterdam, The Netherlands) was performed on genomic
DNA from peripheral blood. A deletion in the 22q11.2 distal region was
detected, involving the LCRs D to E encompassing HCI2, PPIL2 and
TOP3B probes, being classified as a type I distal deletion (Fig. 2).

The Chromosomal Microarray Analysis (CMA) was performed with
the CytoScan 750K Array chip (Affymetrix’, Santa Clara, CA, USA), on
genomic DNA from peripheral blood, with Reagent Kit Bundle
[Affymetrix', Santa Clara, CA, USA). The data were analyzed with the
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Chromosome Analysis Suite (ChAS) Software (Affymetrix’, Santa Clara,
CA, USA) which disclosed a deletion of 1048 kb in the 22q11.2 region:
46,XX.arr[GRCh37] 22q11.21¢11.22(21464763 22962962) x 1 (Fig. 2).
No other genomic imbalances were found. Parents have normal pheno-
type and they are not interested in parental investigation and genetic
counselling. Therefore we were not able to conclude if the deletion is de
novo or inherited.

3. Discussion

The causes of CFM/OAVS are still largely unknown, both genetic
and environmental factors have been suggested. Most cases are sporadic
with no relevant family history. However, a genetic predisposition has
been proposed based on growing evidence from the literature. There
are evidences for Mendelian inheritance due to several familial cases
described following recessive or dominant patterns (Beleza-Meireles
et al., 2014). Recently, the first gene implicated in CEM/OAVS was
described, the MYT1, in which heterozygous mutations were found to
be causative of the OAVS phenotype. However, the frequency of mu-
tations found in this gene was too low, only three out of 226 OAVS
patients screened (Berenguer et al., 2017).

Additional evidence for a genetic basis for CFM/OAVS comes from
the identification of chromosomal anomalies in patients with this
phenotype (Beleza-Meireles et al., 2014). Several chromosomal
anomalies and small genomic imbalances detected by CMA have been
reported in patients with CFM/OAVS (Rooryck et al., 2010; Beleza-
Meireles et al., 2015; Silva et al., 2015). Some of the genomic im-
balances found are recurrent, among then, those in the 22q11.2 region
are the most frequent (Derbent et al., 2003; Jackson et al., 2007; Xu
et al., 2008; Digilio et al., 2009; Lafay-Cousin et al., 2009; Tan et al.,
2011; Torti et al., 2013; Dos Santos et al., 2014; Beleza-Meireles et al.,
2015; Colovati et al., 2015).

Deletions and duplications in the 22q11.2 region are classified as
proximal, central and distal type I, IT and 1T (Burnside, 2015). To date
only 11 cases with CFM/OAVS phenotype and 22q11.2 deletions have
been described so far, including five cases with the distal type (Jackson
et al., 2007; Xu et al., 2008; Lafay-Cousin et al., 2009; Tan et al., 2011;
Torti et al., 2013). The patient reported in this study is the sixth case
with distal 22q11.2 deletion and a phenotype resembling CFM/OAVS
and the second encompassing the region from LCRs D to E (type I)
(Fig. 3).

The main clinical features of the 11 cases previously reported are
described in Table 1. All cases share some phenotypic signs, however
there is clinical heterogeneity. Among these 11 cases, preauricular tags
is more commonly observed in patients with distal deletions than those
with proximal deletions, most cases are affected bilaterally, including
the present patient (Xu et al., 2008; Lafay-Cousin et al., 2009; Tan etal.,
2011; Torti et al., 2013). Malar hypoplasia was observed in central and
distal type deletions (Torti et al., 2013; Colovati et al., 2015). Epibulbar
dermoid (Lafay-Cousin et al., 2009; Tan et al., 2011) and macrostomia

Fig. 1. Facial features of the patient after pre-
auricular tags and cleft lip and palate repair
showing A: low-set and dysmorphic ears and
malar hyploplasia; B: high frontal hairline, de-
pressed nasal bridged and epicanthus. C: low-set
ears, preauricular tag scar and malar hyploplasia
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Table 2
Disease-causing genes candidate to CFM/OAVS mapped in the deleted region arr[hgl9]
22q11.21-q11.22.

Gene name Description Function
HIC2 Transcriptional It might play a role in cardiac
repressor 2 developmental®
YPEL1 Yippee like 1 It plays arole in the regulation of cell
division”
MAPK1/ERK2  Mitogen-activated It plays a role in a wide variety of cellular

protein kinase 1 processes such as proliferation,
differentiation, transcription regulation

and development”

2 Dykes et al., 2014.
? Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM).

{Xu et al., 2008; Torti et al., 2013) were observed only in distal dele-
tions. Cleft lip and palate {CLP) was observed only in cases presenting
the distal deletion between LCRs D and E, in the present patient and in
the case described by Xu et al., (2008) {Table 1).

Mandibular hypoplasia was observed in one proximal deletion case
{Derbent et al., 2003) and two distal deletion cases {Tan et al., 2011;
Torti et al., 2013). However, Derbent et al., (2003) and Digilio er al.,
{2009) used FISH (Fluorescent in situ hybridization) probes to detect
the deletions, TUPLEI and N25, respectively. Therefore, it is not pos-
sible to recognize the exact extension of the segments deleted. How-
ever, as these probes are mapped in the proximal region, these authors
considered the deletions as proximal 22q11.2 deletions.

In the present case, the deleted region 22q11.21q11.22 with
1048kb encompasses 17 genes, including nine catalogued in OMIM
database and three of them are candidates to pharyngeal arches de-
velopmental failure or heart disease (Fig. 3 and Table 2). The YPELI
gene has an aminoacid sequence conserved in many species (Farlie
et al., 2001) and plays a role in developmental structures originated
from pharyngeal arches, such as observed in zebrafish Ypell knock-
down which showed craniofacial defects and mandibular subdevelop-
mental (Aerts et al., 2006). Other study showed that the overexpression
of YPELI results in craniofacial hypoplasia and chondrogenesis altera-
tions, reinforcing that this gene has an important role in these struc-
tures during morphogenesis (Tan et al., 2015).

Congenital heart diseases {(CHDs) in patients with proximal 22q11.2
deletion are associated to TBX? gene haplo-insufficiency. In patients
with central deletions, located between LCRs B and D, it was observed
that CHDs are reduced compared to proximal and distal deletion cases,
but the CRKL gene may be the cause of CHDs in this deletion type
{(Rump et al., 2014). In individuals with 22q11 distal deletion type I
{LCRs C-E, D-E, D-F) the most common CHDs observed are septal de-
fects (Burnside, 2015) as observed in the present individual. The cause
of CHDs and craniofacial anomalies in patients with distal 22q11.2
deletions may be associated with haplo-insufficient MAKPI/ERK2 ex-
pression, due to failure of neural crest cells development. Newbern
et al., (2008) showed that the elimination of Erk2 specifically in mouse
neural crest leads to craniofacial and cardiac defects analogous to those
seen in patients with ERK2 deletions. The same authors suggested a
neural crest autonomous role for ERK2 signaling in the etiology of the
distal 22q11.2 deletion {Newbern et al., 2008).

Another candidate gene involved in heart defects is HIC2 that de-
monstrated to play a role in some stages of heart development. A study
with mouse model showed that heterozygous deletions of this gene
caused cardiac defects (Dykes et al., 2014). Deletion of TOP3B have
been associated with cognitive impairment and facial dysmorphism in a
patient with a small 22q11.2 deletion involving only this disease-
causing gene {Kaufman et al., 2016). Our patient presents mild in-
tellectual disability, developmental and speech delay.

Other genes in the 22q11.2 proximal have been proposed to be
implicated in the development of neural crest and pharyngeal arches,
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like the GSC2 {Dos Santos et al., 2014). However, CFM/OAVS is a rare
phenotype in patients with the 22q11.2 proximal deletion. In addition,
the patient reported by Colovati et al,, (2015) presents a central dele-
tion, which does not encompass any gene involved in pharyngeal arch
development. So, these authors suggested a possible position effect,
because this reported deletion is mapped less than 1 Mb from YPEL?
and MAKPI genes, supporting their role as candidate genes for the
CFM/OAVS phenotype in the distal 22q11.2 deletion.

In conclusion, this case corroborates the phenotypic similarities
between distal 22q11.2 deletion and CFM/OAVS. In addition, it con-
tributes to genotype-phenotype correlation and reinforces the possibi-
lity that candidate genes for CFM/OAVS, in the 22q11.2 distal region,
might be located between LCRs D and E.
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