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RESUMO

GOMES, TG. Investigacdo citogendmica em pacientes com cardiopatias congénitas.
2018, 129 p. Dissertacdo de mestrado — Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho™.

As cardiopatias congénitas (CCs) podem ser definidas como qualquer anormalidade na
estrutura e/ou na funcdo cardiocirculatéria presente ao nascimento. Constituem as
malformacdes congénitas mais comuns entre recém-nascidos vivos, podendo se apresentar de
duas formas: isoladas (ou ndo sindromicas) e sindrobmicas. De carater multifatorial, o
surgimento de CCs envolve fatores ambientais, genéticos e epigenéticos. A etiologia genética
de CCs ainda é pouco conhecida. Entre as causas genéticas conhecidas, podemos destacar:
aneuploidias, alteracdes na estrutura dos cromossomos, desequilibrios citogendmicos (perdas
e ganhos genémicos ou variacbes no numero de copias gendmicas — CNVs), mutacBes
pontuais, variacdes em um Unico nucleotideo, entre outras. Dentre essas, as CNVs contribuem
com aproximadamente 10% na etiologia genética de CCs ndo sindrémicas, e cerca de 20%
entre as sindrobmicas. O objetivo deste trabalho foi investigar possiveis desequilibrios
citogendmicos em pacientes diagnosticados com CCs sindrémicas e ndo sindromicas
idiopaticas. Foram recrutados 31 pacientes, sendo 13 sindrémicos e 18 ndo sindrébmicos.
Todos foram submetidos a avaliacdo genético-clinica. As amostras foram coletadas a partir do
sangue periférico, e realizou-se o cariétipo convencional para todos os sindréomicos. A analise
por MLPA foi realizada em 27 pacientes. O DNA gendmico dos pacientes sindromicos
selecionados foi submetido a duas plataformas de CMA (array-CGH/SNP arrays): SNP-array
850K HumanCytoSNP (lllumina®) e SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K
(Agilent Technologies®). Os resultados foram analisados através de bancos de dados online.
A andlise pela MLPA na regido cromossdémica 22q11.2 ndo evidenciou alteracfes, exceto
para uma paciente ndo sindrdmica que apresentou duplicacdo envolvendo o gene TOP3B, uma
alteracdo sem relevancia clinica até o momento. Dos 6 pacientes analisados pela CMA, 4
foram normais e 2 apresentaram alteracGes (pacientes 8325 e 8362). O paciente 8325
apresentou uma delegdo de 159,11 kb em 1p36.11 envolvendo 4 genes, e uma auséncia de
heterozigosidade (AOH) em 2p13.2p12, abrangendo 45 genes e indicando uma dissomia
uniparental. A delecdo encontrada é benigna, enquanto a AOH possui genes que, quando em
presenca de mutacdes recessivas, podem ser causais. Ja o paciente 8362 apresentou trissomia
parcial de 15¢025.2926.3 (tamanho de 18,4 Mb e envolvendo 124 genes) e simultanea
monossomia parcial de 18p11.32p11.22 (tamanho de 8,7 Mb, contendo 40 genes). Na regido
de 15¢25.2926.3 foram identificados 12 genes possivelmente candidatos a CC encontrada no
paciente, entre eles ADAMTSL3, MCTP2, MESF2A, MESP1, MESP2 e NTRK3. Outros 6
genes nessa regido podem estar associados as alteragcbes neuroldgicas encontradas no
paciente. Em relacdo a perda gendmica em 18p11.32p11.22, apenas um gene (TYMS) parece
estar relacionado a CC, enquanto outros 10 genes apresentam relacdo com algumas alteracoes
extracardiacas. Os resultados evidenciam a contribuicdo de fatores genéticos na génese das
anomalias congénitas observadas. Entretanto, ndo explicam todas as alteracfes de forma
holistica, havendo a necessidade de mais investigacOes para a definicdo de uma correlacéo
gendtipo-fendtipo mais robusta e mais sinérgica.

Palavras-chave: desequilibrios citogenémicos; malformacdes cardiacas congénitas;
etiologia genética; coracdo; anomalias congénitas; alteracbes cromossdmicas.



ABSTRACT

GOMES, TG. Cytogenomic investigation in patients with congenital heart
defects. 2018, 129p. Master’s degree in Science — Instituto de Biociéncias de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Congenital heart defects (CHD) can be defined as any abnormality in the structure
and /or cardiocirculatory function present at birth. Congenital malformations are
more common among live newborns. CHD can be presented at two forms: isolated
(or non syndromic) and syndromic ones. Of multifactorial spectrum, the emergence
of CHD involves environmental, genetic and epigenetic factors. The genetic etiology
of CHD is still poorly understood. Among the known genetic causes, we can
highlight: aneuploidies, changes in chromosome structure, cytogenetic imbalances
(losses and genomic gains, can be also called copy number variations - CNVSs), point
mutations, variants in a single nucleotide, among others. Among these, CNVs
contribute to approximately 10% in the genetic etiology of non-syndromic CHD, and
about 20% among syndromic ones. The aim of this study was to investigate possible
cytogenetic imbalances in patients diagnosed with idiopathic syndromic and non-
syndromic CHD. Thirty one patients were recruited, of which 13 syndromic and 18
non-syndromic. Each patient were submitted to genetic-clinical evaluation. Only
patients with an undefined syndromic condition were included in cytogenetic
investigations. Samples were collected from the peripheral blood, and the
conventional karyotype was performed for all syndromic patients. MLPA analysis
was performed in 27 patients. The genomic DNA of the selected patients was
analyzed into two CMA (array-CGH / SNP arrays) platforms: SNP-array 850K
HumanCytoSNP (lllumina®) and SurePrint G3 Human CGH Miicroarray Kit,
4x180K (Agilent Technologies®). All results were analyzed through online
databases. The MLPA analysis in the 22g11.2 chromosomal region did not show
alterations, except for a non-syndromic patient who presented a duplication involving
the TOP3B gene, an alteration with no known clinical relevance. Of the 6 patients
analyzed by CMA, 4 were normal and 2 presented alterations (patients 8325 and
8362). Patient 8325 had a deletion of 159.11 kb in 1p3611 involving 4 genes, and an
absence of heterozygosity (AOH) in 2p13.2p12, spanning 45 genes and indicating an
uniparental disomy (UPD). The deletion found is benign, whereas AOH has genes
that, if they are carriers of recessive mutations, may be causal. Patient 8362 presented
partial trisomy of 150925.2926.3 (size of 18.4 Mb and involving 124 genes) and
simultaneous partial monosomy of 18p11.32p11.22 (size of 8.7 Mb, containing 40
genes). In the region of 15925.2926.3 we identified 12 possibly candidate CHD genes
in the patient, among them we can highlight: ADAMTSL3, MCTP2, MESF2A,
MESP1, MESP2 and NTRKS3. Another 6 genes in this region may be associated with
the neurological changes found in the patient. Regarding genomic loss in
18p11.32p11.22, only one gene (TYMS) appears to be related to CHD, while another
10 genes are related to some extracardiac features. Results evidenced the contribution
of genetic factors (in this case, cytogenetic imbalances) in the genesis of the observed
congenital anomalies. However, they do not fully explain all the clinical phenotype.
It is necessary to perform further investigations to define a more robust and
synergistic genotype-phenotype correlation.

Keywords: cytogenomic imbalances; congenital cardiac malformations; genetic
etiology; heart; congenital anomalies; chromosomal alterations.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 Embriologia do coracéo (cardiogénese)

Em humanos, o desenvolvimento do coragdo comeca entre o0 15° e 0 16° dia de gestacdo,
sendo o primeiro 6rgdo funcional a se desenvolver no embrido humano. Trata-se de um
processo complexo e dindmico composto por eventos morfogénicos, celulares e moleculares
altamente organizados. Esses eventos acarretam a transformacdo de um tubo linear em uma
estrutura multicAmaras completa com quatro valvulas fibrosas (Figura 1), sendo um processo
de diferenciacdo relativamente rdpido (BARTMAN; HOVE, 2005; SRIVASTAVA; OLSON,
2000).

A compreensdo da biologia funcional e estrutural do desenvolvimento cardiaco pode
nos fornecer um panorama sobre como algumas Cardiopatias Congénitas (CCs) podem surgir.
Por se tratar de um processo que requer a cooperagéo espacial e temporal concomitantemente
na proliferacdo, diferenciacdo e migracdo das células cardiacas, qualquer interrup¢do ou
alteracdo nesta etapa pode comprometer a adequada formacdo do coracdo (RAMSON;
SRIVASTAVA, 2007).

Segundo Kloesel et al. (2016), os eventos da cardiogénese se ddo em uma série de
eventos que pode ser dividida sumariamente em nove etapas, a saber: (1) formacgéo das trés
camadas germinativas (gastrulacdo), (2) estabelecimento do primeiro e segundo campos
cardiacos, (3) formacédo do tubo cardiaco, (4) dobramento ou looping cardiaco, (5) formacéo
dos septos (atrio comum, canal atrioventricular), (6) desenvolvimento das vias de saida, (7)
formacdo das valvas cardiacas, (8) formacdo da vasculatura (artérias coronérias, arcos
adrticos, seio venoso) e (9) formacédo do sistema de conducdo. Para que cada etapa ocorra de
maneira coordenada, € necessdria a ativacdo temporal de genes especificos que séo
protagonistas em determinar a diferenciacdo adequada e canonica (MITCHELL et al., 2007).

Estudos funcionais tém elucidado genes que contribuem diretamente na diferenciacdo
cardiaca, evidenciando-os como pecas-chave numa estreita relacdo com a cardiogénese
(Tabela 1). Estas pesquisas se utilizam, por exemplo, de técnicas de knock-out e expressao
génica diferencial em organismos-modelo como o camundongo, investigando o intrinseco e
possivel papel desses genes na regulacdo, diferenciacéo e fungéo cardiacas (KLOESEL et al.,
2016).

Além de fatores genéticos, sabe-se que fatores epigenéticos e ambientais podem
interferir no processo normal da cardiogénese, o que pode resultar em um amplo espectro de
doencas cardiacas congénitas (FAHED et al., 2013; HUHTA; LINASK, 2013; VECOLI et al.,



15

2014). Ademais, a elucidacdo de quais genes atuam diretamente no processo de formacéo do
coragdo ainda é um assunto a ser mais explorado pela comunidade cientifica e que apresenta
varias lacunas. Quanto mais entendermos 0s componentes genético-bioquimicos responsaveis
pela diferenciacdo normal do sistema cardiocirculatério, mais evidéncias teremos sobre a
dindmica dos eventos moleculares e celulares durante o desenvolvimento do coracéo, além de

contribuir na elucidagdo de como as diferentes CCs podem surgir (BRUNEAU, 2008).

CT

\

Dia 15 Dia 21 Dia 28

Figura 1. Esquema da cardiogénese em humanos com os dias correspondentes do desenvolvimento
embriondrio. As cores representam a especificagdo do que cada regido ird se transformar no coracdo maduro,
destacando a distribuicdo dessas regifes ao longo do processo de desenvolvimento até a formagdo da estrutura
final do coracdo (Dia 50). Percebe-se também o curto periodo em que isso ocorre — aproximadamente 35 dias.
Durante esse desenvolvimento, células da crista neural povoam os arcos adrticos arteriais bilaterais e simétricos
(I, 1V e VI) e o Saco Aortico (AS). Estes, juntos, contribuem na maturagdo dos segmentos especificos do Arco
Adrtico. As valvas cardiacas sdo formadas por células mesenquimais a partir dos segmentos Conotruncal (CT) e
Valva Atrioventricular (AVV). V — ventriculo; A — atrio; RV — ventriculo direito; LV — ventriculo esquerdo; RA
— atrio direito; LA — atrio esquerdo; RSCA — artéria subclavia direita; RCC — car6tida comum direita; LCC —
carétida comum esquerda; LSCA — artéria subclavia esquerda; Ao — aorta; DA — ducto arterioso; PA — artéria
pulmonar. Modificado de Srivastava e Olson (2000).



Tabela 1. Panorama de alguns genes envolvidos diretamente no processo da morfogénese cardiaca™.
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Localizagéo . o ;
Gene . Papel conhecido na cardiogénese Proteina
Cromossomica

Classificacdo funcional

Diferenciagdo terminal do miocérdio;
NKX2.5 5035 ) ] ) NK2 Homeobox 5
Formacao do septo interventricular.

Fatores de Transcricdo

Diferenciacéo do primeiro e segundo
campos cardiacos;
Formacéo do Septo interventricular;
TBX-5 12924 _ ) ) T-Box 5
Diferenciagdo de segmento posterior
cardiaco e atrial, e precursores do

ventriculo esquerdo.

Fatores de Transcricao

Difenciacdo do mesoderma cardiogénico
ISL-1 5911.1 o ) ISL LIM Homeobox 1
em primeiro campo cardiaco.

Fatores de transcricdo

Regulacgéo inicial da diferenciacéo
GATA-4 8p23.1 cardiaca; GATAA4 Binding Protein

Formacéo do septo interventricular.

Fatores de Transcricao

Atuacdo conjunta com GATA4 é relevante )
SMAD4 18g21.2 ) ] SMAD Family Member 4
para a formacéo dos septos cardiacos.

Transdutores de sinais

. Jumonji - AT-Rich
Atuacdo conjunta com NKX2.5 regula o ) )
JARID2 6p22.3 i ) i Interaction Domain
desenvolvimento das vias de saida. )
(ARID) Protein

Repressores

transcricionais

Inibicio da expressdo de NKX2.5,
SHOX2 3025.3 necessaria para a formagéo do no Short Stature Homeobox 2

sinoatrial ou sinusal.

Reguladores

transcricionais




Continuacao Tabela 1
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Estabelecimento da identidade da

Myocyte Enhancer Factor

MEF2C 5q14.3 ) Fatores de transcri¢éo
estrutura ventricular. 2C
Atuacéo na formacdo do eixo direito- Zinc Finger Transcription )
ZIC3 X026.3 - ) Fatores de Transcrigao
esquerdo do embrido. Factor Protein
Relacdo com a formacdo dos septos Cbp/p300- interacting Coativadores
CITED2 6g24.1 ) ) o
cardiacos. Transactivator. transcricionais
Associacdo com a formag&o do eixo Forkhead Activin Signal o
FOXH1 8q24.3 o . Fatores de Transcricdo
direito-esquerdo do embrido. Transducer
Formacdo das valvas adrticas; )
L ) o Neurogenic Locus Notch o
NOTCH1 9034.3 Divisédo simétrica do eixo direito- ) Transdutores de sinais
Homolog Protein 1
esquerdo.
MYH6 14q11.2 Formacdo dos septos cardiacos. Myosin Heavy Chain 6 Proteinas estruturais
TBX-1 22q11.2 Regulacdo da diferenciacéo cardiaca. T-BOX 1 Fatores de Transcrigdo
Codificagdo de actinas indispensaveis na ) ) ) )
ACTC1 15914 o . ) . Alpha-cardiac actin 1 Proteinas Estruturais
fisiologia contratil de células cardiacas.
Estimula a diferenciagdo de células )
TFAP2B 6p12 AP2-Beta Fatores de Transcrigdo

cardiacas.

*Baseada nos artigos de Chung e Rajakumar (2016); Kloesel et al. (2016); Fahed et al. (2013); Srivastava e Olson (2000).
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1.2 Cardiopatias congénitas

As CCs podem ser definidas como qualquer anormalidade na estrutura e/ou na fungéo
cardiocirculatéria presente ao nascimento, mesmo quando sdo descobertas mais tarde (WEBB
et al., 2010; MITCHELL et al., 1971). Afetam de 0,5 — 1 % de todos os nativivos (FAHED et
al., 2013; TREVISAN et al., 2014), constituindo-se como as principais causas de morbidade e
mortalidade infantil ao redor do mundo (HOFFMAN; KAPLAN, 2002). Cerca de 27% dos
recém-nascidos que vdo a Obito devido a defeitos do nascimento apresentam anomalias
cardiovasculares (GO et al., 2014). Alem disso, as CCs estdo presentes em aproximadamente
24% de todos os recém-nascidos com anomalias congénitas que vém a ébito (ROGER et al.,
2011).

Vale ressaltar que a epidemiologia das CCs é norteada por debates (relativos aos
critérios adotados nos diagnosticos ao redor do mundo) e carece de uma padronizacdo quanto
a inclusdo de determinadas alteracdes no espectro das CCs, havendo estatisticas contrastantes
acerca de sua incidéncia mundial (VAN DER BOM et al., 2011). Além de divergéncias nos
conceitos adotados, um outro fator relevante levou a uma mudanca dréstica na epidemiologia
das CCs: ha cerca de 80 anos, dificilmente um individuo portador de algum tipo de CC
moderada ou grave chegava a vida adulta. Nos Gltimos anos, com o aprimoramento dos
procedimentos diagnésticos durante o periodo pré-natal, e de métodos cirdrgicos e
compreensdo cientifica da medicina cardiovascular, constatou-se um aumento da expectativa
de vida de pacientes com a doenca (VAN DER BOM et al., 2011). Esta situacéo traz desafios,
principalmente no que tange a triagem clinica/genética e o acompanhamento desses
individuos, posto que muitos sdo assintomaticos e podem ser portadores de alguma CC que
tenha heranga autossdbmica dominante, podendo transmitir a sua prole uma alteracdo genética
semelhante que contribua na manifestacdo dessa patologia (LEE; CHUNG, 2015).

Em relacdo a classificacdo clinica, as CCs sdo enquadradas em pelo menos 21
categorias diferentes com lesGes anatbmicas especificas, entre as quais podemos citar:
Comunicacdo Interventricular (CIV), Comunicacdo Interatrial (CIA), Tetralogia de Fallot
(T4F), Persisténcia do Canal Arterial (PCA), Estenose Adrtica Valvar (EA0), Estenose da
Valva Pulmonar (EVP), Estenose Adrtica Supravalvular (EASV), Defeitos do Septo
Atrioventricular (DSAV), Dupla Via de Saida do Ventriculo Direito (DVSVD), Tronco
Arterioso (TrA), Transposicdo de Grandes Artérias (TGA), Coarctacdo da Aorta (CoA0),
Interrupcdo do Arco Aortico (IAA), Drenagem Andmala das Veias Pulmonares (DAVP),

Janela Aorticopulmonar, Valvula Adrtica Bicuspide (VAB), Anomalia na Artéria Coronaria,
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Sindrome do Coracdo Esquerdo Hipoplasico (SCEH), entre outras. Dentre essas, CIV e CIA
sdo0 o0s tipos com maior incidéncia nos recém-nascidos (Figura 2), enquanto a T4F é o tipo
mais comum entre as CCs cianéticas (GO et al.,2014; KALLEN et al., 1996). A figura 3
ilustra alguns tipos de CCs mais frequentes.

Lopes, Damiano e Zugaib (2005) destacam um estudo onde 8.315 fetos foram
analisados pelo exame de ecocardiografia fetal, onde 15,9 % (1.326) apresentaram alteracoes
na forma e/ou funcao de algum sistema, estando as CCs presentes em 690 desses casos com
anomalias (52%). Dentro dessa porcentagem, a Comunicacdo Interventricular (CIV), uma
alteracdo caracterizada por defeitos no septo ventricular, foi o tipo mais frequente (136 casos
em 690). Isso evidencia, juntamente com outras estimativas, a presenca dessa alteracdo entre

0 grupo com maior incidéncia.

PCA (799)
CoAo (409)
CIA (941) EVP (728), T4F (421),
TGA (315), TrA (107)
EAo (401)
SCEH (266)
DSAV (348)
Ebstein (61)
AT (79) VU (106)
SCEH (266)
T4F (421)
——— CIV (3570)

Figura 2. Estimativa da frequéncia de diferentes tipos de cardiopatias congénitas. Os valores sdo com base
na prevaléncia de um banco de dados holandés, 0 CONCOR (que retne informag8es epidemioldgicas sobre as
CCs na Holanda, contando atualmente com 16.600 pacientes cadastrados). S&o indicadas as localizacGes
anatdmicas de cada alteragdo no coracdo e 0s numeros entre parénteses indicam a prevaléncia numa propor¢do
para cada 1 milhdo de nascidos vivos. Abreviagbes (lingua inglesa): CoAo- Coarctagdo da Aorta; PCA-
Persisténcia do Canal Arterial; CIA- Comunicacdo Interatrial; EVP- Estenose Pulmonar; T4F -Tetralogia de
Fallot; DSAV - Defeitos do septo atrioventricular; TGA -Transposicdo de Grandes Artérias; TrA- Tronco
Arterioso Persistente; EAo — Estenose Adrtica; SCEH — Sindrome do Coragéo Esquerdo Hipopléasico; Ebstein —
Anomalia de Ebstein; AT — atresia tricispide; VU — ventriculo Unico; CIV — Comunicacdo Interventricular.
Modificado de FAHED et al. (2013).
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Varias CCs podem ocorrer separada ou concomitantemente com outras levando a
diminuicdo na qualidade de vida, reducdo da tolerancia a exercicios fisicos, atraso no
desenvolvimento cerebral, hipertensdo pulmonar, disfuncdo muscular, atividade anormal dos
nervos, tromboembolia, endocardite, arritmia ou morte (ALONSO-GONZALEZ et al., 2013;

DEMIR et al., 2013; DIMOPOLOUS et al., 2014; HOFFMAN et al., 2010; KROONSTROM
etal., 2014; ZOMER et al., 2013).

A) B) Tetralogia de Fallot
ll  Aorta
v » Pulmonar Aorta [l /
8 Comunicacao
o g A Interventricular
Comunicacao
interventricular ¢
Estenose
2 pulmonar
Atrio direito

esquerdo
Ventriculo
direito

C)

Aoria

D) Aréna
Pulmonar
Atrio esquerdo Atrio Esquerdo
Ventriculo
Comunicacao esquerdo
interatrial Valva AV comum
Atrio
Direito
o Ventriculo Ventriculo
Atrio direito
Direito Esquerdo

Figura 3. Alteragdes estruturais em alguns tipos de CCs. Imagens: A) Comunica¢do interventricular (CIV);
B) T4F; C) Comunicacdo Interatrial e D) Defeitos do Septo Atrioventicular. Destas, a CIV é a mais frequente em
recém-nascidos vivos. Modificado de MAYO FOUNDATION FOR MEDICAL EDUCATION (2017).
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As CCs podem ocorrer de maneira isolada (ndo sindrémicas) ou em conjunto com
outras alteracOes extracardiacas (sindrémicas). Nestas Ultimas, além da cardiopatia, o paciente
pode apresentar sinais dismorficos, alteracdes craniofaciais, atraso no desenvolvimento,
deficiéncia intelectual, além de varias outras alteracdes congénitas (AZAMIAN; LALANI,
2016).

1.3 Etiologia das cardiopatias congénitas

A etiologia genética de muitas CCs permanece desconhecida. Dentro do que é
conhecido até o0 momento, as CCs surgem devido ao desenvolvimento anormal do coracéo,
podendo ser induzidas por: fatores ambientais (JENKINS et al, 2007); alteracdo na funcéo
génica (BRUNEAU, 2008); alteracdes cromossdmicas e desequilibrios citogenémicos
(LANDER; WARE, 2014); fatores epigenéticos (VALLASTER et al., 2012); fatores
estocasticos (KURNIT et al., 1987); ou pela combinagdo de multiplos fatores (PULIGNANI
et al., 2013). As alteracGes estruturais citogenéticas/gendmicas e genéticas descritas para as
CCs incluem: variacdo no numero de cépias (CNVs) genémicas; mutacdes de novo; um
grande numero de mutacdes pontuais; alteracdo na expressao de genes especificos e mutacdes
somaticas, evidenciando mais de 60 genes associados as CCs (AL TURKI et al., 2014;
BRECKPORT et al., 2012; DIGILIO et al., 2013; FAHED et al., 2013; JIANG et al., 2013;
LAN et al., 2013; LIU et al., 2014; SANCHEZ-CASTRO et al., 2013; WEI et al., 2014).Além
disso, as causas genéticas conhecidas exibem extrema heterogeneidade de loci e representam
menos de 15 % das CCs (GROSSMAN et al., 2011; HITZ et al., 2012; YUAN et al., 2013;
ZAIDI et al., 2013), indicando que ainda existem grandes lacunas sobre a compreensdo da
etiologia dessas cardiopatias (MITCHELL et al., 2007).

Aneuploidias, desequilibrios citogendmicos e alteracdes cromossémicas microscopicas,
por exemplo, estdo subjacentes a etiologia genética de CCs (AZAMIAN; LALANI, 2016).
Muitas dessas alteracdes apresentam quadro sindrémico clinico e genético mais bem definidos
e, consequentemente, a causalidade da alteracdo cardiaca presente pode ter uma explanacao
mais evidente. As principais sindromes genéticas associadas as CCs estdo sumarizadas na
Tabela 2, onde h&a a descrigdo tanto de sindromes de microdele¢do/microduplicacéo
conhecidas, quanto de alteragbes cromossOmicas estruturais e numéricas em escala
microscopica. Adicionalmente, alteracbes em genes unicos (Single — gene disorders) podem
ser cruciais na etiologia de CCs sindromicas (Tabela 2). No que diz respeito as CCs que

ocorrem de forma isolada (ndo sindrémicas), elas sdo relatadas na literatura cientifica por
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serem mais frequentes quando comparadas as de espectro sindrébmico. Muitas dessas
anormalidades estdo relacionadas também com alteragdes monogénicas, onde mutagdes em
apenas um gene pode desencadear o desenvolvimento de algum tipo da doenca (Tabela 3).

Destaca-se que muitos desses genes estdo envolvidos na morfogénese cardiaca (vide tabela 1).

Tabela 2. Resumo das principais alterages genéticas conhecidas associadas as CCs sindrémicas*.

ANEUPLOIDIAS

’ ) Frequéncia de ) :
Sindrome Tipo de CCs** Anomalias extracardiacas
CCs (%)

Caracteristicas faciais

. . tipicas, hipotiroidismo,
Trissomia do 21 (Sindrome de DSAV, CIV, CIA,

45 -50 deficiéncia intelectual,
Down) T4F

hipotonia, atresia duodenal,

doenca de Hirschsprung

Baixa estatura, disgénese
Sindrome de Turner (45, X) VAB, CoAo, SCEH 30-32 gonadal, pescoco alado,

anomalias renais

Atraso no crescimento,

Doenca Polivalvular, méos e punhos cerrados, pes
Trissomia do 18 (Sindrome de ClIV, CIA, PCA, 80-100 dismorficos (tipo Rocker —
Edwards) DVSVD, Defeitos dos Feet), onfalocele,
coxins endocardicos deficiéncia intelectual
severa

Fissura labiopalatina,
microftalmia, defeitos no

. ) couro cabeludo,
Trissomia do 13 (Sindrome de CIA, CIV, PCA,

80 holoprosencefalia,
Patau) DVSVD, T4F, CoAo

polidactilia pds-axial, atraso
no crescimento, deficiéncia

intelectual severa
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ALTERACOES CROMOSSOMICAS MICROSCOPICAS

Sindrome

Tipo de CCs**

Frequéncia de
CCs (%)

Anomalias extracardiacas

Delegéo 4p16.3 (Sindrome

de Wolf-Hirschhorn)

CIA, EVP, T4F, CIV,
PCA

50

Dismorfismos craniofaciais
(do tipo “capacete de
guerreiro grego”),
deficiéncia intelectual,
dificuldades na alimentacéo,
convulsdes, malformacGes
no trato urinario, anomalias

cerebrais estruturais

Monossomia de 5p
(Sindrome de Cri-du-chat)

PCA, ClV, CIA, T4F,

Atresia pulmonar

29

Choro agudo e semelhante a
miado de gatos, facies
arredondadas,
hipertelorismo, micrognatia.
microcefalia, deficiéncia

intelectual

Delecédo de 11q (Sindrome

de Jacobsen)

ClV, CIA, TrA, DVSVD,
VAB, EAo, SCEH,

Estenose Mitral, CoAo

56

Sinais dismorficos,
trombocitopenia, estenose
pilorica, atresia anal,
pancreas anular, malrotacéo
intestinal, atraso no
crescimento, deficiéncia

intelectual

Tetrassomia Parcial de 229
Inv dup (22) (g11)
(Sindrome Cat eye — Olho
de gato)

DAVP, T4F, EVP, Atresia
tricuspide, SCEH

50 - 67

Coloboma, atresia anal,
atresia biliar, malrotacéo
intestinal, sinus ou
apéndices preauriculares,

malformacdes renais
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DESEQUILIBRIOS CITOGENOMICOS (SUBMICROSCOPICOS)

Frequéncia de

Sindrome Tipo de CCs** Anomalias extracardiacas
CCs (%)
Paratiredide e timo
hipoplasicos, hipocalcemia,
. . imunodeficiéncia,
IAA Tipo B, Anomalias ) ) o
Delecdo de 22q11.2 . dismorfismo, insuficiéncia
i ) do Arco Adrtico, TrA, 75 ) ) )
(Sindrome de DiGeorge) TaF palatina, anomalias renais,
transtornos na
aprendizagem e
psiquiatricos
3 Personalidade bem sociavel,
Delecéo de 7g11.23 ) L
i - EASV, Estenose hipercalcemia, sinais
(Sindrome de Williams — . 75 i . L
Pulmonar Periférica dismorficos, deficiéncia
Beuren) .
intelectual
y Hernia diafragmatica
Delecéo 8p23.1 DSAV, CIA, EVP, T4F 75-94 ]
congénita
Caracteristicas dismorficas,
Defeitos nos septos, perda auditiva
Delecéo 1p36 PCA, CoAo, T4F, 70 neurossensorial, convulsdes,
Cardiomiopatias deficiéncia intelectual,
anomalias no cérebro
CoAo, IAA Tipo A,
IAA Tipo B, VAB, Microcefalia, atraso global
Delecdo 1921.1 ) 10-25 )
Aortopatias, CIV, TrA, do desenvolvimento
TGA, CoAo, PCA
) Macrocefalia, atraso global
Duplicagéo 1921.1 TAF 20 )
do desenvolvimento
Dismorfismos, falhas no
Defeitos nos Septos crescimento, hipotonia,
Delecdo 17p11.2 (Sindrome Cardiacos, T4F, EVP, 20 deficiéncia intelectual,
de Smith — Magenis) Atresia Pulmonar, distarbios do sono,
DAVP comportamentos
autoinjuriantes
) ) Dismorfismos, hipotonia,
Duplicagdo 17p11.2 Defeitos nos septos, -
: ) ) deficiéncia intelectual,
(Sindrome de Potocki — Anomalias de conducéo, 40
) transtorno do espectro
Lupski) VAB, SCEH )
autista
Delegdo 17p13.3 (Sindrome Defeitos nos Septos 20 Paquigiria e agiria cerebrais,

de Miller-Dieker)

Cardiacos, T4F, PCA

lissencefalia Tipo 1,
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agenesia/disgenesia do
corpo caloso, microcefalia,
convulsdes, dismorfismos,

deficiéncia intelectual

Delecdo 9934.3 (Sindrome

de Kleefstra)

Defeitos nos Septos,

Braquicefalia, sinofre, labio
superior “arco de cupido”,
mandibula proeminente,
hipotonia, deficiéncia
intelectual, epilepsia,
anormalidades do

comportamento

Delecdo 15qg26qter

Atraso no crescimento,
microcefalia, deficiéncia
intelectual, hérnia

diafragmética congénita

Delecéo 17¢g21.31

(Sindrome de Koolen-de

Vries)

40
EVP, VAB, PCA
CIV, CIA, CoAo,
~66
SCEH, Eao
Defeitos nos Septos,
39

EVP, VAB

Facies longas, fendas
palpebrais obliquas para
cima, pregas epicanticas,

nariz tubular, orelhas
grandes e proeminentes,

deficiéncia intelectual

SINDROMES POR MUTACOES EM GENES UNICOS (Single-Gene Disorders)

i . Frequéncia . :
Sindrome Tipo de CCs** Anomalias extracardiacas
de CCs (%)
Escassez de ductos biliares e
. Hipoplasia pulmonar colestase, anormalidades
Alagille o >90 »
periférica, EVP, TAF esqueléticas, doencas oculares,
caracteristicas faciais distintivas
Caracteristicas faciais dismorficas,
baixa estatura, pescoco alado,
Noonan EVP, CIA, CIV, PCA 80 ) )
deformidade em pectus, cubitus
valgus
Disformismos nos membros
Holt-Oram CIA, CIV, PCA 85 )
superiores
Dismorfismos faciais distintivos,
Char PCA 100 )
anomalias nos membros
) o Displasias esqueléticas (membros
Ellis-van Creveld Atrio Unico, CIA 60

curtos, costelas curtas, polidactilia
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pos-axial, unhas e dentes

displasicos

EVP, Hipertrofia

Dismorfismos faciais tipicos, baixa

estatura, falhas no crescimento,

Costello cardiaca, Alteracdes no 63 i
. i doengas cardiacas, atraso no
ritmo cardiaco .
desenvolvimento
EVP, CIA, o o
o . L . Disformismos faciais distintivos,
Cardiofaciocutanea Cardiomiopatia 71 .
) o deficiéncia intelectual
hipertrofica
Atresia de coanas, coloboma,
CHARGE T4F, CIA, CIV 85 .
deficiéncia intelectual
i B Malformagdes renais,
Duane (Sindrome de CIV, Forame oval Néo B
o . malformagdes no antebraco,
Okihiro) patente, T4F conhecida .
anomalia ocular de Duane
Deficiéncia intelectual, nanismo
CIV, CIA, T4F, ) i ) o
5 e pos-natal, dismorfismos faciais
. Ventriculo Unico, CoAo, o . ) )
Kabuki } 31-55 tipicos, anomalia espinhal, fissura
PCA, TGA, Blogueio do . .
o palatal, otite recorrente AD (a
Ramo Direito o
direita)
Atraso global do desenvolvimento,
) microcefalia, deficiéncia
Cornelia de Lange EVP, DSAV 33 ] ] ) o
intelectual, dismorfismos faciais,
sinofre, micrognatia
) o Multiplas anomalias congeénitas,
Smith-Lemli-Opitz CIA, DAVP 44

genitalia ambigua, etc.

*Baseada nos artigos de AZAMIAN e LALANI (2016); LALANI (2015); RUSSEL e HANNIBAL (2015);

FAHED et al. (2013).

** Destaca-se que nem todas as alteragdes se enquadram como Cardiopatias Congénitas (CCs). CIA=

comunicagdo interatrial; CIV= comunicacdo interventricular; CoAo = coarctacdo aorta; DAVP = drenagem

andmala das veias pulmonares; DSAV = defeitos do septo atrioventricular; DVSVD = dupla via de saida do

ventriculo direito; EAo = estenose adrtica valvar; EASV = estenose aortica supravalvular; EVP = estenose da

valva pulmonar; IAA=interrupcdo do arco aortico; PCA = persisténcia do canal arterial; SCEH = sindrome do

coracdo esquerdo hipoplasico; T4F = tetralogia de Fallot; TGA = transposi¢do das grandes artérias; TrA =

tronco arterioso; VAB = vélvula adrtica bicuspide.
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Tabela 3. Alteracdes em genes especificos (Single-gene disorders) associados as CCs ndo sindrémicas 2

Gene OMIM P Locus Cardiopatia Congénita®
GATA4 600576 8p23.1 CIV, T4F, DSAV, CIA
GATAS 611496 20913.33 DSAV
GATAG 601656 18q11.2 CIA, DSAV, T4F, TAC

CIA, CIV, T4F, TAC,

NKX2.5 600584 5935.1
SCEH
TAC, Defeitos
NKX2.6 611770 8p21.2 ]
Conotruncais
TBX1 602054 22q11.21 TAF
TBX20 606061 7pl4.2 CIA
NODAL 601265 10922.1 Heterotaxia
GDF1 602880 19p13.11 T4F, TGA
Doencas da Valva
NOTCH1 190198 9034.3 .
Aodrtica
JAG1 601920 20p12.2 TA4F
ZFPM2 603693 8023.1 TAF
ELN 130160 7911.23 EASV
GJAl 121014 6022.31 DSAV, SCEH
MED13L (PROSIT240) 608771 12g24.21 TGA

2 Modificado de MUNTEAN, TOGANEL e BENEDEK (2016).
®Online Mendelian Inheritance in Man (disponivel em www.omim.org)
¢ CIA= comunicacao interatrial; CIV= comunicac¢do interventricular; DSAV = defeitos do septo atrioventricular;

EASV = estenose aortica supravalvular; SCEH = sindrome do coracdo esquerdo hipoplasico; T4F = tetralogia de

Fallot; TAC = tronco arterioso comunis; TGA = transposicao das grandes artérias.


http://www.omim.org/

28

As CNVs, e sua relagdo com as CCs, tém obtido maior investigagdo da comunidade
cientifica nos ultimos anos, principalmente pela disponibilidade de novas tecnologias que
possibilitam a sua caracterizacdo com maior acuracia (COSTAIN; SILVERSIDES; BASSET,
2016). Segundo Zarrei et al. (2015), uma CNV pode ser definida como “um segmento
genémico de no minimo 50 pares de bases (pb) que difere em nimero de copias quando
comparado com um ou mais genomas de referéncia”. Carvalho e Lupski (2016)
complementam essa definicdo destacando que CNVs sdo variantes estruturais que incluem
delecdes, duplicacdes, triplicacOes e até quadruplicacbes, que variam de tamanho desde o
tamanho médio de um éxon (50-200 pb) até varios megabases (Mb) de sequéncias de DNA.
As CNVs podem conter genes, por exemplo, que sejam haploinssuficientes (sendo afetados
guando ha delecdes) e/ou que sdo sensiveis ao aumento da dosagem (no caso de duplicagdes,
triplicacdes e quadruplicacbes), possuindo importancia em alteracdes fenotipicas. Esses
autores ainda acrescentam que uma caracteristica dessas variantes é ndo serem detectadas por
estudos cromossdémicos que se utilizam de cari6tipos convencionais (que possuem um limiar
de deteccdo maior ou igual a 5 Mb).

Dentro dos fatores etiologicos genéticos conhecidos, estima-se que as CNVs contribuem
com aproximadamente 10% na etiologia genética de CCs esporadicas (LEE; CHUNG, 2015)
e aproximadamente 20% nas sindrémicas (AZAMIAN; LALANI, 2016). Investigacdes de
alguns grupos mostram que aproximadamente 78% das causalidades das CCs ainda sdo
desconhecidas (MARIAN, 2014; LEE; CHUNG, 2015). Isto sugere gque esse valor pode estar
subestimado e que podem haver outras CNVs relacionadas ao espectro fenotipico da
patologia, considerando as evidéncias de pesquisas recentes que tém demonstrado essas
variacfes como uma causa genética extremamente importante na etiologia das mesmas, sendo
detectadas em muitos estudos e em diferentes populacdes (AL-HASSNAN et al., 2018;
SVIRSKY et al., 2018; WANG et al., 2018; SHANSHEN; ROSENBERG; BERGEN, 2017;
WU et al., 2017; AZAMIAN; LALANI, 2016; COSTAIN et al.,, 2016; COSTAIN;
SILVERSIDES; BASSETT, 2016; MLYNARSKI et al., 2016; CAMPOS et al., 2015; EL
MALTI et al., 2015; ZHU et al., 2016; HUBER et al., 2014; LANDER; WARE, 2014; PIRES
et al., 2014; WARBURTON et al., 2014; SYRMOU et al., 2013; HITZ et al., 2012; PRIEST
etal., 2012; BRECKPOT et al., 2011; FAKHRO et al., 2011; GREENWAY et al., 2009).

Outro fator para tal afirmacdo se embasa na evidéncia de que a triagem de delecbes
exonicas pequenas em genes especificos (relacionados ao espectro sindromico de CCs) pode
estar abaixo do limiar detectavel pelas plataformas de array CGH disponiveis comercialmente

no momento em que algumas pesquisas foram realizadas, sugerindo que a porcentagem de
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CNVs causais pode ser maior (AZAMIAN; LALANI, 2016).

Muitas CNVs raras na populagdo tém sido identificadas como patogénicas em uma
variedade de doencas humanas, sendo também associadas aos defeitos congénitos. Uma CNV
comum é a duplicacdo do gene SLC2A3, a qual foi associada o risco aumentado para CCs na
Sindrome de Delecdo 22q11 (22q11SD) (MLYNARSKI et al., 2015). No entanto, ndo esta
claro, por exemplo, se CNVs raras estdo envolvidas na etiologia das CCs em individuos com
22911SD (MLYNARSKI et al., 2016).

Estudos genéticos mostram a associacdo de mutacdes em diversos genes e regides
cromossdmicas a CC sindrémicas e ndo sindrémicas (JYEN et al, 2009). Assim, ja foram
identificadas mutaces em mais de 20 genes associados as CC esporadica ou familial (n&o
sindrémica), e duas vezes mais nas CC sindrémicas (BARRIOT et al, 2010). As mutacdes
pontuais tém sido descritas como um importante fator etioldgico na génese de CCs,
envolvendo genes que estdo ligados ao processo da cardiogénese. Tais alteracBes genéticas
podem gerar, por exemplo, perda de funcdo (loss-of-function mutations) das proteinas
codificadas por esses genes, interferindo na normalidade do desenvolvimento cardiaco.
Investigacdes de alteracdo ao nivel da sequéncia nucleotidica de amostras de coortes com CCs
tém evidenciado mutacdes nos genes MEF2C (LU et al., 2018), HNRNPAL (YU et al., 2018),
TBX1 (ZHANG et al., 2017), NKX2.5 (XU et al., 2017), MESP1 (ZHANG, et al., 2017),
TBX20 (HUANG et al., 2017), HAND2 (LU et al., 2015), GATA6 (ZHENG et al., 2012)
GATA4 (LIU et al., 2011), GDF1 (KARKERA et al., 2007), entre outros, levando ao
surgimento de diversos tipos de CCs.

Adicionalmente, fatores epigenéticos (metilacdo do DNA, modificacdes nas histonas),
RNAs ndo codantes (por exemplo, microRNAs) e fatores ambientais (exposicdo ao alcool,
fumo, e outros agentes toxicos e/ou mutagénicos) podem contribuir na génese de diversos
tipos de CCs, evidenciando a multifatorialidade desta patologia € uma modulagédo
extremamente complexa de vias bioldgicas durante a cardiogénese (MUNTEAN et al., 2016;
POSTMA et al., 2016; VECOLI et al., 2014).
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1.3.1 A sindrome de delegdo 22q11.2

A sindrome de dele¢do na regido 22q11.2 (22q11.2DS; “Velocardiofacial/DiGeorge
Syndrome”; VCFS/DGS; OMIM #192430; #188400) € a delecdo mais comum associada a
anomalias cardiacas congénitas (Figura 4) (McDONALD-McGINN et al.,2015). A
apresentacdo fenotipica da 22q11DS é altamente variavel, sendo os Defeitos Conotruncais e
do Arco Aortico as principais CCs encontradas. Aproximadamente 60 — 75 % dos pacientes
com 22911.2DS apresentam CCs (MLYNARSKI et al., 2016). Por ser uma sindrome de
delecdo com um espectro fenotipico altamente variavel, a literatura cientifica nos permite
também hipotetizar que ha pacientes diagnosticados com cardiopatias ndo sindrémicas e que
podem apresentar a delecdo em 22911.2 (McDONALD-McGINN et al., 2015). Mesmo que
ndo apresentem outras alteragdes relacionadas a delecdo, os filhos dos individuos que
possuem a delecdo tém a probabilidade aumentada de herdar tal alteracdo estrutural e

apresentar 0s outros tracos fenotipicos caracteristicos.
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Figura 4. Representagdo esquematica do cromossomo 22. A regido tracejada (22ql1.2) evidencia a tipica
dele¢do, resultante de recombinagdo homdloga ndo alélica (NAHR) entre as LCRs (Low Copy Repeats) A e D.
Geralmente esta delecdo apresenta o tamanho tipico de 3 Mb (Modificado de McDONALD-McGINN et al.,
2015).
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1.4 InvestigagBes genéticas das CCs e tecnologias citogendmicas

Os recentes avangos nas tecnologias gendmicas e suas aplicagcdes em grandes coortes
levaram a uma melhor compreensdo das anomalias genéticas especificas que fundamentam as
CCs. Dentre as ferramentas que podemos utilizar no estudo da arquitetura genética das CCs,
podemos destacar: a MLPA (“Multiplex Ligant-Dependent Probes Amplification”), 0
Sequenciamento de Exoma (Exome Sequencing) e as plataformas de array CGH e SNP arrays
(Analise Cromossdmica por Microarranjos — CMA). Estas ferramentas permitem detectar
desequilibrios gendmicos submicroscépicos (menores que 5 Mb), ndo detectaveis no cariétipo

convencional. Os principios, aplicacfes e limitacdes de cada técnica estdo a seguir.

1.4.1 MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

Esta técnica se baseia na ligacdo e consequente amplificacdo de mdaltiplas sondas em
diferentes regides do genoma, permitindo a deteccdo de delecbes e duplicagdes,
simultaneamente, de CNVs ja conhecidas (SCHOUTEN et al., 2002). Através da hibridacéo
de sondas especificas e amplificacdo por PCR, esta técnica permite a identificacdo do numero
de copias de uma dada sequéncia de DNA. Essas sondas apresentam dois segmentos
complementares as sequéncias-alvo de DNA: um oligonucleotideo sintético curto e um
oligonucleotideo sintético longo derivado do bacteriofago M13. Este contém uma sequéncia
stuffer que varia de tamanho nas diferentes sondas, permitindo a separacdo dos diferentes
fragmentos por eletroforese capilar. Os Kits utilizados sdo compostos de até 40 pares de
sondas permitindo assim a andlise simultanea de diversas regides. Inicialmente as sondas séo
hibridizadas ao DNA e em seguida os fragmentos sdo ligados por uma ligase. Apds uma nova
desnaturacdo, o fragmento formado pela juncdo das sondas € amplificado por PCR. A reacdo
de PCR ¢ realizada com um unico par de primers, comum a todas as sondas (SCHOUTEN et
al., 2002). Em seguida os fragmentos sdo submetidos a eletroforese capilar e os resultados
analisados com software especifico.

A limitacdo da técnica é amplificar somente as regides que sdo cobertas pelas sondas,
ndo permitindo a deteccdo de outras regides que possam estar alteradas e que ndo recebam a
ligagéo das respectivas sondas. Esta técnica é semiquantitativa e pode detectar alteragbes no
namero de copias gendmicas, identificando aberragdes genéticas muito pequenas que escapam
a outras técnicas mais convencionais (SELLNER; TAYLOR, 2004).

Estudos recentes identificaram CNVs em pacientes com CCs através da técnica de
MLPA, evidenciando o monitoramento relativo do numero de CNVs que podem estar
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relacionadas aos fenétipos observados (EL MALTI et al., 2015; ZHANG et al., 2015;
CAMPOS et al., 2015; D’ANGELO et al., 2014; PIRES et al., 2014; MADEMONT-SOLER
etal., 2012; SORENSEN et al., 2012; SORENSEN et al., 2010). Estes trabalhos ressaltaram a
MLPA como uma das técnicas que podem ser utilizadas em uma triagem inicial de
delecGes/duplicagdes. O diagndstico precoce de CNVs patogénicas em individuos com
cardiopatias congénitas sindromicas e ndo sindromicas contribui para uma prevencdo da
morbidade e consequente reducdo da mortalidade de pacientes com essa patologia (CAMPOS
et al., 2015). Adicionalmente, € uma técnica relativamente acurada e eficiente na confirmacéo
de muitas alteragcbes encontradas por hibridagdo genémica comparativa em microarranjos
(array-CGH), por exemplo, sendo uma possibilidade mais acessivel economicamente em
estudos que visem determinar a origem de CNVs presentes em regides de conhecida
relevancia clinica, além de permitir uma afericdo no que se refere a heranca parental ou a
origem de novo (HILLS et al., 2010).

1.4.2 Analise cromossdmica por microarranjos (CMA — Chromosomal Microarray
Analysis)

A andlise cromossdmica por microarranjos (CMA, do inglés “Chromosomal
Microarrays Analysis”) é um método de deteccdo de CNVs (delecBes e duplicacdes), sendo
capaz de apontar genes e/ou regides candidatas, além de fornecer pontos de quebra das
alteracdes (Figura 5) (localizacdo genémica — inicio e término de uma dada regido genémica
com base em um genoma de referéncia) e, consequentemente, o tamanho exato dessas
alteracdes (SANCHEZ-CASTRO et al., 2014). Existem, basicamente, dois tipos de CMA: o
array-CGH (Hibridagdo Gendmica Comparativa em arrays) e as plataformas baseadas em
SNPs, os denominados SNP arrays (do inglés “Single Nucleotide Polymorphisms”). Com 0
aperfeicoamento da resolucdo de cobertura destas sondas, essas plataformas tém sido
disponibilizadas comercialmente de maneira conjugada, como um aCGH-SNP arrays, sendo
capaz de detectar tanto o numero, tamanho e a localizacdo das CNVs, quanto a perda de
heterozigosidade (LOH) de regiGes genémicas (KRUZKA et al., 2015).
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Figura 5. Principios gerais da técnica de array - CGH. As amostras do paciente e a referéncia sdo coradas
diferencialmente: o corante Cyanine-3 é utilizado para a referéncia, enquanto Cyanine-5 marca a amostra do
paciente. Apés a coloragdo, as duas amostras sdo misturadas em um mesmo tubo e co-hibridizadas em uma
lamina contendo microrranjos de um genoma de referéncia. Esses microarranjos, pequenos oligonucleotideos de
DNA, estdo espalhados por varios “pocinhos” nessa lamina. As amostras hibridizam, por complementagdo de
sequéncia, com sondas dispostas na ldmina. Cada “pocinho” possui uma intensidade de sinal, emitida conforme a
presenca ou auséncia de determinadas sequéncias de DNA. Essa emissdo de sinal é traduzida em escala
logaritmica e gera uma imagem com a localizacdo genémica das alteracBes encontradas (delegdes ou
duplicagdes). Modificada de CHARI et al. (2005).

A utilizacdo da técnica de CMA tem levado ao aumento da deteccdo de desequilibrios
gendmicos, colocando-os como fatores que influenciam diretamente na manifestacdo de
muitas CCs (PIRES et al., 2014). Além do mais, essa metodologia permite a identificacdo de
rearranjos cromossdémicos submicroscépicos com uma alta resolucdo (5 kb) em todo o
genoma do individuo, sendo uma ferramenta adequada na caracterizacdo de regides
gendmicas que sofreram alteragOes estruturais e que ndo foram detectadas pela citogenética
convencional ou mesmo por outras técnicas moleculares como a hibridagcdo in situ por
fluorescéncia (FISH) (CARTER; VETRIE, 2004; FERGUSON-SMITH, 2008; SHARKEY et
al., 2005). Além disso, permite a determinagdo dos tamanhos de CNVs em pacientes com
patologias especificas, sendo utilizados em diversas pesquisas com pacientes portadores de
CCs, maioritariamente em individuos com alteragdes sindrdmicas, mas também alguns casos
de pacientes ndo sindromicos (XIE et al., 2017; WANG et al., 2017; JANSEN et al., 2016;
LANDIS; WARE, 2016; MLYNARSKI et al., 2016; ZHU et al., 2016; SYRMOU et al.,
2013; PRIEST et al., 2012). Ademais, possibilita a proposicdo e inferéncia de genes e loci
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candidatos (FAHED et al., 2013).

Um grande desafio tem sido a interpretacdo da relevancia clinica das CNVs encontradas
nos resultados dessas plataformas de CMA. Geralmente, as empresas que comercializam essas
plataformas disponibilizam softwares para a realizacdo da etapa denominada CNV Calling,
onde ha uma selecdo prévia e analise das CNVs que apresentem alguma relevancia para serem
reportadas. Entretanto, esses resultados precisam ser reanalisados um a um por outras
ferramentas disponiveis na Internet, a fim de contribuir para uma analise e confiabilidade
mais acuradas (NOOR e STAVROPOULOQOS, 2015).

Ferramentas de bioinformatica e Bancos de Dados disponiveis online tém sido
utilizados na interpretagdo da relevancia clinica das CNVs (Tabela 4) que podem ser
classificadas principalmente como: benignas, patogénicas ou de significado clinico incerto
(VOUS) (KRUSZKA et al., 2015; LEUNG et al., 2010). Essas analises consideram, por
exemplo, a localizacdo genémica dessas CNVs (com base em um genoma de referéncia), seu
contetdo génico, a fungdo dos genes ali presentes, a sobreposicdo com regides ja conhecidas
por terem relevancia clinica, a frequéncia dessas CNVs em individuos saudaveis, a
sensibilidade dos genes a alteracdo de sua dosagem, entre outros aspectos (MacARTHUR et
al.,, 2014; DE LEEUW et al.,, 2012; BRECKPOT et al., 2011). Os aspectos a serem
considerados na classificagdo de CNVs podem variar consideravelmente conforme o espectro
fenotipico que se esta trabalhando. Dentro disso, Breckpot et al. (2011) apontam desafios na
interpretacdo de CNVs associadas as CCs, enfatizando que alteragdes encontradas em
pesquisas anteriores podem ser reclassificadas quando se considera o algoritmo que eles
propdem. Esses autores chegaram a conclusdo de que a frequéncia de CNVs causais
(relevantes ao fendtipo patoldgico) em probandos ndo sindrémicos € mais baixa do que em
sindrémicos, alertando que esses desequilibrios gendmicos devem ter os efeitos de seu

tamanho e de sua penetrancia considerados.
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Tabela 4. Resumo dos principais bancos de dados online utilizados na classificacdo de CNVs*.

. N° de N° de .
Plataforma Tipo de dados estudos/submissdes entradas Links

Variantes estruturais

endmicas vistas em controles _— http://dgv.tcag.ca/
DGV genomicas vi ) 67 > 6 milhges o oav €0
normais da populagéo dgv/app/home
Variagdes de Sequéncias e
iant truturai .
e g
Clinvar . ¢ - > 350 submetedores > 158,000 Im.nih.
clinicas atribuidas pelo ov/clinvar/
submetedor (se disponivel) g
Variagdes de Sequéncias e
iformagoes ¢ releinc Laso0  Mipsideciohersa
DECIPHER . ¢ o >240 submetedores ’ nger.ac.
clinicas atribuidas pelo casos uk/
submetedor (se disponivel)
http://lumcecaruca
) - 01.
Contém dados clinicos e Sete Centros aue >4800 casos, extern.umen.nl-80
ECARUCA citogenéticos de anomalias a 6700 ' o
- submetem os dados . 80/
cromossdmicas raras anomalias .
ecaruca/ecaruca.js
p
http://www.ncbi.n
. Banco de dados curado, com > 600 Im.nih.
ClinGen Dosage L P I . . .
o regides e genes sensiveis a Né&o disponivel genes/regie  gov/projects/dbva
sensitivity map
dosagem s curadas r/
clingen/

*Modificado de NOOR e STAVROPOULOS (2015).

Vale ressaltar que uma limitacdo desta técnica é a ndo deteccdo de rearranjos
cromossémicos equilibrados, invers@es, niveis baixos de mosaicismo e nem de mutacfes
pontuais (por exemplo do tipo indels). Muitas das alteracdes encontradas e descritas na
literatura (caracterizadas pela CMA) podem conter mutacdes ndo detectada pela técnica,
abrindo possibilidades de novas investigagdes futuras como o sequenciamento de exoma.

A disponibilidade de novas técnicas genémicas (especialmente de NGS — “Next —
Generation Sequencing” ou Sequenciamento de Nova Geragdo) permitiu abordagens
poderosas, eficientes e relativamente econémicas para discernir os fatores genéticos que
contribuem para varias doencas humanas (COOPER et al., 2010; NG et al., 2009; NG et al.,
2010; ROACH et al., 2010), incluindo as CCs (ZAIDI et al., 2013). Dentro dessas

tecnologias, temos, por exemplo, o0 sequenciamento de exoma, direcionado a obter sequéncias


http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
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ex0Onicas de genes especificos ou de todo o exoma (neste ultimo caso chamado de Whole
Exome Sequencing — WES).

Sifrim et al. (2016) realizaram o sequenciamento de exoma em 1891 probandos, em
grupo de individuos com CCs sindrémicas e ndo sindrémicas, identificando uma arquitetura
genética familiar distinta entre CCs sindromicas e ndo sindrémicas. Eles evidenciaram que em
cardiopatias sindromicas muitas das variantes sdo maioritariamente de novo e associadas a
genes conhecidos por sua relacdo com a doenca. Enquanto muitas das variantes encontradas
em ndo sindrémicos revelaram uma heranca de pais ndo afetados e com contetido génico
associado mais diretamente a cardiogénese.

Em outro estudo, usando sequenciamento do exoma em trios (pai-mae-probando) em
uma serie de casos de CCs e controles, foi observado um excesso substancial de variantes de
novo patogénicas em genes que codificam proteinas envolvidas na modificacdo da histona,
incluindo, por exemplo, o gene SMAD2 (ZAIDI et al., 2013). Estes dados sugerem que
mutacBes em genes envolvidos com a regulacdo epigenética podem ser a causa de 10% de
todas as CCs, embora coortes muito maiores sdo necessarias para caracterizar as variantes
causais especificas e suas correlacdes fenotipicas. Outros pesquisadores estdo se concentrando
na identificacdo de fendtipos subclinicos nos pais, o que pode facilitar a identificacdo de
variantes causais e acelerar a atribuicdo de patogenicidade (WANG et al., 2013). Como a
utilizacdo de testes genéticos e o numero de genes a serem testados para as CCs estdo se
expandindo, a deteccdo de maltiplas variantes raras em um individuo se torna mais factivel,
colocando as CNVs como alvos importantes na investigacdo por sequenciamento de exoma.
Pfundt et al. (2016) destacam a relevancia clinica da abordagem desse tipo de sequenciamento
e sua poderosa capacidade de deteccdo de variantes raras, com relativa eficicia na
caracterizacdo de variantes em grandes coortes com doencas genéticas. Tal avanco tem

permitido uma melhor definicdo da arquitetura genética das CCs.
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1.5 Justificativa

Até 0 momento, poucos estudos foram realizados sobre as causas genéticas de CCs no
Brasil (TREVISAN et al., 2014). De acordo com um estudo realizado por Guitti (2000), a
prevaléncia de CCs no pais é semelhante a outras partes do mundo, isto é, 5.5 por 1.000
nascidos vivos. Dentro da literatura cientifica analisada na revisdo de literatura anterior,
constata-se que evidéncias agregadas reforcam uma contribuigcdo genética relevante na origem
das CCs. Desse modo, séo de grande importancia as investigacdes sobre as possiveis causas
genéticas que influenciam as CCs e seu relacionamento com erros no desenvolvimento
humano precoce, 0s quais ainda sdo parcialmente desconhecidos. Ademais, € importante o
estabelecimento de analises genémicas para o melhor entendimento da etiologia genética
dessas patologias, e um acoplamento das técnicas gendmicas mais recentes com 0s métodos
de investigacdo mais tradicionais no diagnostico.

Zhang et al. (2015) demonstraram que a técnica de MLPA pode, de maneira rapida e
eficiente, detectar CNVs patogénicas associadas as CCs na regido cromossdmica 22q11.2.
Nesse sentido, a aplicacdo da referida técnica na presente pesquisa torna-se relevante por
permitir a investigacdo de CNVs em 22q11.2 nos pacientes sindromicos e ndo sindrémicos,
avaliando quais desses individuos podem apresentar a sindrome de delecdo 22q11.2. Dessa
forma, a triagem citogendmica nessa regido serd importante para verificar se a etiologia
genética das CCs apresentadas pelos pacientes possuem como causalidade delecBes em
22911.2. Isto serd importante para uma melhor definicdo clinica e consequente
aperfeicoamento no progndstico dos pacientes que apresentem a referida perda gendmica.

Adicionalmente, muitas CNVs ao longo do genoma tém sido associadas a etiologia de
CCs. Sendo assim, torna-se relevante investigar por meio de CMA possiveis perdas e ganhos
gendmicos que contribuam na patogénese de CCs sindrémicas, avaliando quais genes podem
estar envolvidos no fen6tipo observado.

Dentro disso, surgem as seguintes questdes:

- Qual a prevaléncia de dele¢des na regido cromossdmica 22q11.2 em um grupo de pacientes
com CCs sindrémicas e ndo sindrémicas?

- As CCs e as alteragdes extracardiacas possuem o fator genético “CNVs” como componente
etioldgico?

- Qual o tamanho e a localizacdo gendmica dessas CNVs?

- Quiais os possiveis genes envolvidos?

- Algum (s) gene (s) candidato (s) possivelmente relacionado as CC ainda ndo descrito (s) na
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literatura?

- O quadro sindrébmico apresentado pelo paciente pode ser relacionado as alteracfes genéticas
encontradas?

- S&o polimorfismos ou alteragdes com algum nivel de patogenicidade?

Essas questdes levam a percepcdo de que a ampliacdo do potencial de determinacéo da
etiologia genética de CCs utilizando técnicas moleculares permitira possivel identificacdo de
desequilibrios citogenémicos, além de contribuir para o conhecimento parcial dessa condi¢édo
nos pacientes investigados com a patologia. Nesse sentido, a investigacdo de alteracbes
genéticas por técnicas citogenémicas se constituem como uma ferramenta primordial na
pesquisa. Neste estudo, a utilizacdo da técnica de MLPA na investigacdo de CNVs na regido
22011.2 nos pacientes com CCs se mostra oportuna, uma vez que muitos desses individuos
considerados como “ndo sindromicos”, por exemplo, podem apresentar dele¢fes nessa regido,
apesar de serem diagnosticados com CC isolada.

Ja a utilizacdo de CMA podera caracterizar alteracfes genéticas ndo detectadas pelos
métodos investigativos tradicionais, abrindo possibilidades de geracdo de dados que
subsidiem o papel de CNVs na arquitetura genética do surgimento de CCs em pacientes
sindrémicos. Além disso, subsidia o direcionamento para outros tipos de investigacGes
moleculares como o sequenciamento, por exemplo. Desequilibrios citogendmicos podem
gerar consequéncias na dosagem de genes especificos (seja em ganhos, com genes
triplosensiveis; ou em perdas, com genes haploinsuficientes), na disrupcdo de genes, na
juncdo de genes e em efeitos de posicdo gendmica. Tais genes envolvidos nesses
desequilibiros podem estar diretamente relacionados a vias moleculares indispensaveis ao
desenvolvimento embrionario. Assim, realizar a caracterizacdo de tais alteragdes genéticas em
individuos com anomalias congénitas pode nos fornecer pistas da contribuicdo de tais
desequilibrios ao fenétipo clinico. Além disso, a caracterizacdo do contetdo génico de tais
CNVs permite, parcialmente, a busca por uma correlagcdo gendtipo-fenétipo, sugerindo genes
e regides candidatas a etiologia genética das CCs associadas.

Além da abordagem investigativa e cientifica, o presente estudo também pode
contemplar o estabelecimento de um diagndstico clinico e citogenémico. O direcionamento
para um aconselhamento genético especializado, destinado a pessoas que tenham alguma CC
ou aos seus familiares, pode ter resultados notorios na informacéo e no aperfeicoamento do
conhecimento das familias sobre as variadas causas de CCs, contribuindo para uma préatica de
cuidado mais personalizada (BLUE et al., 2015). Dessa forma, pode-se aprimorar 0 processo

diagnostico e o aconselhamento genético para os probandos e familiares envolvidos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar os possiveis desequilibrios citogenémicos (microdelecdes/duplicacdes) e sua

relacdo com o fenotipo em pacientes diagnosticados com cardiopatias congénitas idiopaticas.

2.2 Objetivos especificos

1. Realizar triagem para microdelec6es/duplicacdes na regido cromossémica 22g11.2 em

todos os pacientes;

2. Identificar CNVs no DNA gendmico de pacientes sindromicos selecionados;

3. Caracterizar o tamanho e o contetddo génico de cada CNV;

4. Classificar as CNVs encontradas quanto a relevancia clinica;

5. Sugerir genes candidatos que possam estar envolvidos com a etiologia genética de

CCs nos pacientes investigados;

6. Investigar uma possivel correlacdo genotipo-fenotipo para as alteracdes extracardiacas

observadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa referente a este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) — UNESP (sob o namero
CAAE:67186817.9.0000.5411 e nimero do parecer: 2.048.352) (Anexo 1). Todos os pais/
responsaveis pelos pacientes que concordaram em participar da pesquisa preencheram e
receberam uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 2),
enquanto a outra via foi anexada junto ao prontuario do paciente no Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) do Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) - UNESP.

3.2 Grupo amostral

Os pacientes que fazem parte deste trabalho foram recrutados no Ambulatério de
Cardiologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu
(HCFMB), UNESP, entre os meses de abril de 2016 a abril de 2017. A casuistica foi
composta por pacientes que receberam diagnostico de CCs sindrémicas e ndo sindrémicas,
totalizando um conjunto de 31 pacientes no grupo amostral inicial (13 pacientes sindrémicos e
18 pacientes ndo sindrémicos). Os individuos foram atendidos por um médico cardiologista
no HCFMB, onde foram realizados exames subsidiarios, tais como eletrocardiograma,
ecocardiograma e outros exames complementares conforme os aspectos clinicos do paciente.

Os pacientes e seus responsaveis foram encaminhados ao SAG para avaliacdo
genético-clinica por um geneticista. A analise se deu por meio de uma ficha de anamnese
especifica (Anexo 3). Depois da anamnese dos pacientes, foram coletados 6 mL de sangue
periférico dos pacientes e de seus pais bioldgicos. Esse volume de sangue foi destinado as
analises citogenéticas e moleculares. Foram revisados também seus prontuarios junto ao
HCFMB, a fim de verificar exames complementares e todo o histdrico clinico dos pacientes.
A Tabela 5 traz os pacientes com CCs de espectro sindrémico, e a tabela 6 contempla o grupo
de ndo sindrdmicos que compde a casuistica deste trabalho, destacando dados clinicos e

diagndsticos de CCs recebidos, entre outras informagdes.



Tabela 5. Descricao clinica dos 13 pacientes com cardiopatias congénitas de espectro sindrémico recrutados inicialmente para esta pesquisa.
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Paciente/Sexo? ldade”

Diagndstico de CC*

Histérico Familiar

Alteracdes extracardiacas

Diagndstico clinico

Estenose da valva

pulmonar

Irrelevante

Atraso global do
desenvolvimento;
macrocrania; macrossomia,;
obesidade; estrabismo;

hepatomegalia homogénea

Sindrome de MOMO*

Estenose da valva

Pulmonar

Irrelevante

ADNPM*; epilepsia frontal;
déficit auditivo a direita;
multiplas manchas
lentiginosas ; hipermetropia

visual; criptorquidia a direita

Sindrome de Noonan com

lentigos multiplos

Insuficiéncia da valva
mitral; pos-operatorio de
correcdo de CIA, CIV*e

estenose pulmonar

Av0 (paterna) tem

Alzheimer

Atraso global do
desenvolvimento; desvios de

aprendizagem; baixa estatura

Nao definido

ClAe CIV*

Mée com Cari6tipo
46,XX,add(18p11.3)

Asplenia; ventriculomegalia
de ventriculos laterais e do
terceiro ventriculo; ptose
renal; deficiéncia intelectual;

dismotilidade esofageana

Néo definido

8325/M 2 anos e 11 meses
8450/M 3 anos e 9 meses
8468/F 8 anos
8362/M 2 meses
8429/F 9 anos

CIV, CIA* e forame oval

pérvio

Irrelevante

Sinais dismorficos faciais;
plagiocefalia;

craniossinostose

Nao definido
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8391/M

10 anos

Estenose aortica valvar

Irrelevante

Atraso global do

desenvolvimento

Nao definido

8417/M

2 anos e 6 meses

CIA, estenose da valva

pulmonar

Irrelevante

Microcefalia, orelhas

grandes, hipertelorismo,

hipoplasia nasal,

micrognatia, aracnodactilia,

dedos afilados.

Nao definido

8397/F

1 ano e 2 meses

Estenose da valva

pulmonar

Av6 materna com sopro na

infancia

Facies triangulares,

hipertelorismo,

microretrognatia, pescoco

curto, hipotonia muscular,

atraso global do

desenvolvimento.

Néo definido

8426/F

1 ano e 10 meses

CIA

Irrelevante

Braquicefalia; dolicocefalia;
fendas palpebrais com

inclinagéo para cima; pregas

epicanticas

Sindrome de Down

8337/F

3 anos e 9 meses

Variancia anatdmica dos
vasos de base do coragdo;
CIA*

Irrelevante

Macrocefalia; sobrancelhas
largas esparsas; sinofre;
hemangiomas em asa nasal;

pescoco largo e curto
(pterigium colli); mamilos
antevertidos, hirsutismo em
membros superiores
(MMSS), costa e testa

Sindrome de Noonan
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Sobrancelhas arqueadas,
sinofre leve, boca com
cantos inferiores voltados

para baixo (formato de

Sindrome Cornélia de

8514/F 4 anos e 1 més CIA; CIV* Irrelevante carpa), denticdo alterada L
o . ange
(didstase), nariz pequeno
com narinas antevertidas,
hirsutismo leve nas costas e
auséncia de fala.
) ADNPM; perda auditiva
Pai com esclerose ) . . : . .
3 . L bilateral; micrognatia; pele Sindrome cardio-facio-
8314/F 14 anos Coarctacdo da aorta multipla. Irma gémea com . ) .
i ) com lesdes do tipo cutanea
hipoacusia .
hiperqueratose;
Insuficiéncias mitral e . . 3 o
8430/F 15 anos Irrelevante Escoliose congénita N&o definido

tricspide

# ldade com a qual os pacientes foram avaliados no SAG.

@M = Masculino; F = Feminino.

“ ADNPM = atraso do desenvolvimento neuropsicomotor; CIA = comunicagéo interatrial; CIV = comunicagéo interventricular; MOMO = acrénimo para macrossomia,

obesidade, macrocrania e anormalidades oculares.



47

Tabela 6. Descricdo clinica dos 18 pacientes com CCs ndo sindromicas que compde a casuistica da investigacéo.

Paciente/Sexo? Idade? Diagnostico de CC* Histdrico Familiar
8347/F 4 anos Atresia tricspide Irrelevante
8350/F 7 anos CoAo Mée com CoAo

Av0 e bisavd maternos
8353/M 8 anos Insuficiéncia triclspide com defeitos nos septos
interventriculares
Tia (lado materno) com
8356/F 9 anos DSAV e CIV anomalia na valvula
triclspide
8359/M 1 ano e 3 meses Clv Casos de CCs na familia
(ndo especificado)
8385/M 11 anos Prolapso da valva mitral Casos de CCs na familia
(ndo especificado)
8388/M 17 anos EVP Irrelevante
8394/F 1 més ClAeCIV Irrelevante
8400/M 11 anos EA0 Irrelevante
— S Permeabilidade do canal Mée com disfuncées
arterial cardiovasculares
8419/M 12 anos CIVeCIA Irrelevante
8433/M 3 meses ClAeCIV Irrelevante
8438/M 4 anos Tetralogia de Fallot (T4F) Irrelevante
Mée teve defeito nos
. S A septos interventriculares
(fechado
espontaneamente).
8456/M 2 anos CIA Irrelevante
6 casos de CCs na familia.
8459/M 15 anos EVP Alguns vieram a 6bito
devido a patologia.
8462/M 8 anos Clv Irrelevante
8465/F 2 anos Clv Irrelevante

# ldade com a qual os pacientes foram avaliados no SAG.

&M = Masculino; F = Feminino.

* CC = cardiopatia congénita; CIA = comunicacéo interatrial; CIV = comunicagdo interventricular; CoAo

coarctacdo da aorta; DSAV = defeitos dos septos interventriculares; EAo = estenose adrtica valvar; EVP

estenose da valva pulmonar.
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3.3 Critérios de selecéo dos pacientes

3.3.1 Critérios de inclusao

- Pacientes com CCs sindromicas: consideramos individuos que,além da cardiopatia
congénita, apresentaram alguma alteracdo extracardiaca congénita (com base na anélise
genético — clinica e revisdo dos prontuarios dos pacientes). A inclusdo para as anélises
citogendmicas se deu com base em: presenca de um diagnostico clinico sindrdmico néo
definido, sindrome clinicamente estabelecida com etiologia genética ndo definida, e caridtipo

convencional ndo especifico para qualquer sindrome genética conhecida;

- Pacientes com CCs nédo sindromicas: presenca de cardiopatias congénitas Isoladas, sem

alteragBes extracardiacas detectadas.

- Concordéancia e Assinatura do TCLE pelos pais e/ou responsaveis e assentimento (TALE)
para maiores de 12 anos.

3.3.2 Critérios de excluséo

- Sindromes bem caracterizadas geneticamente, como por exemplo Down, Klinefelter, entre

outras;

- Maes com histéricos gestacionais ligados ao uso de drogas/alcool, infeccdes virais (Zika,
Rubéola, etc) e qualquer outro problema que tenha relacdo conhecida com a manifestacdo de

anomalias congénitas;

- Néo concordancia na assinatura do TCLE ou do Termo de Assentimento.



49

3.4 Andlises citogenéticas e citogendmicas
3.4.1 Obtencéo do DNA gendmico

A extragdo de DNA gendmico foi feito a partir das amostras de sangue periférico
(coletado em tubos VACUTAINER® com EDTA) e foi realizada estritamente segundo as
recomendacdes do fabricante do kit comercial Flexigene Genomic Purification Kit
(QIAGEN®, Germany).

O DNA obtido foi quantificado por absorbancia da luz UV em espectrofotdmetro
NanoDrop (UNISCIENCE®) e, entdo, estocado a -20°C até o0 momento da utilizacdo. Todas
as amostras de DNA obtidas foram analisadas em gel de agarose (INVITROGEN®, USA) a
1%, a fim de verificar a integridade do DNA genémico. S6 foram incluidas nas analises

moleculares as amostras integras.

3.4.2 Caridtipo convencional

O estudo citogenético foi realizado nos pacientes de espectro sindrémico, a fim de
verificar possiveis alteragdes estruturais e numéricas nos cromossomos metafasicos. As
culturas de linfécitos de sangue periférico foram realizadas segundo a técnica proposta por
Moorhead e colaboradores (1960), e a obtencdo de cromossomos prometafasicos pela técnica
descrita por Yunis (1976), ambas modificadas.

O bandamento GTG foi realizado na resolucdo de aproximadamente 550 bandas e
seguiu protocolo padronizado proposto por Seabright (1971), com modificacdes.

3.4.3 Hibridacao in situ por fluorescéncia (FISH)

A técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) para as sondas comerciais
seguiu os padrdes do protocolo que acompanham cada produto e foram utilizadas para
confirmar as alteragdes presentes nos resultados de CMA de um dos pacientes sindrdmicos.
Neste estudo foram empregadas as seguintes sondas: COATASOME 15 (ONCOR®), uma
sonda para o cromossomo 15 total e com marcacdo de digoxigenina (coloracdo em verde);
sonda 18pter — Texas Red (especifica para a regido subtelomérica do cromossomo 18,
marcagdo em vermelho) da CYTOCELL®; Alpha Satellite DNA Probe CYTOCELL® para
marcacdo centromérica do cromossomo 18 (corado em verde) e TelVysion 15q

SpectrumOrange da VYSIS® para marcacao de regido subtelomérica do cromossomo 15.



50

As andlises da técnica de FISH foram realizadas em fotomicroscopio de fluorescéncia
Olympus® BX61.

3.4.4 Amplificacdo multiplex de sondas dependentes de ligacdo — MLPA

O método de MLPA foi empregado nas amostras de 27 pacientes (sendo 9 sindrémicos
e 18 ndo sindrébmicos) com o objetivo de realizar uma triagem para dele¢fes na regido
cromossdmica 22g11.2. Em relacdo aos pacientes sindromicos, s6 foram incluidos na anélise
de MLPA aqueles com quadro sindromico ndo definido, excluindo-se os que receberam
diagnostico clinico de sindromes genéticas caracterizadas.

Utilizamos o kit SALSA® MLPA® P250 (B2-0316) DiGeorge (MRC® Holland,
Amsterdd, Holanda), especifico para deteccdes de delecBes e duplicacdes na regido 22q11.2.
A tabela 7 mostra os genes detectados pelas sondas no kit utilizado, assim como seus
tamanhos e respectivas localizagdes gendmicas das sondas (de acordo com o genoma de
referéncia NCBI136 / hgl18). As sequéncias completas de cada sonda podem ser consultadas

em: www.mlpa.com. A reagdo da MLPA foi realizada no Laboratério de Genética Molecular

e Citogenética (LGMC) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da Universidade Federal de
Goids (UFG), Goiania, e seguiu as instrucbes do fabricante (MRC®-Holland,

www.mlpa.com) e do protocolo original descrito por Schouten et al. (2002), com

modificagOes detalhadas a seguir:

1) Denaturagédo do DNA: antes de iniciar a reagéo, todas as 27 amostras de DNA dos
probandos, mais 4 amostras controle de individuos normais, foram diluidas em &gua
ultrapura, com o objetivo de padronizar a concentracdo de todas na faixa de 15-20 ng/ul.
Foram adicionados 5 ul de cada amostra (média de 100ng/ul nesse volume) a tubos do tipo
“eppendorf” de 0.2 ml. Para fins de controle, em um tubo foi colocado agua ultrapura
(controle sem DNA). Os tubos foram colocados no termociclador (Applied Biosystems®,
Veriti 96-Well Thermal Cycler, USA) e as amostras foram denaturadas por 5 minutos a 98°C
e, apos, resfriadas a 25°C. Os tubos foram mantidos no termociclador.

2) Reacdo de hibridacéo: Foram vortexados os tubos MLPA Buffer (tampa amarela no
kit) e MLPA Probemix (tampa preta), a fim de preparar um mix para a rea¢ao de hibridizacao.
Para cada amostra, foram adicionados 1,5 ul de MLPA Buffer + 1,5 ul de MLPA Probemix. A
soluc&o foi homogeneizada com a pipeta e com o vortex. A cada tubo no termociclador, foram
adicionados 3 ul dessa solugdo, homogeneizando suavemente pipetando para cima e para


http://www.mlpa.com/
http://www.mlpa.com/

51

baixo. Prosseguiu-se com o programa do termociclador: incubou-se as amostras por 1 minuto
a 95°C e depois 18 horas a 60°C.

3) Reacdo de Ligacdo: os tubos Ligase Buffer A e Ligase Buffer B foram vortexados.
O preparo da solucao da Ligase-65 (presente no kit) se deu da seguinte maneira, considerando
para cada amostra:

- 25 ul de &gua ultrapura + 3 ul de Ligase Buffer A (tampa transparente no kit) + 3 ul de
Ligase Buffer B (tampa branca). Apos, adicionou-se 1 ul da enzima Ligase-65 (tampa verde).
Essa mistura foi homogeneizada levemente com a pipeta.

O programa do termociclador continuou, agora com uma pausa e um resfriamento para
54°C. Quando alcancada esta temperatura, foram adicionados 32 ul da solu¢do contendo
Ligase-65 a cada tubo. Homogeneizou-se suavemente com a pipeta. O programa continuou
para 0 seguinte passo: incubacdo por 15 minutos a 54°C (para a ligacdo) e posteriormente 5
minutos a 98°C (inativacdo da enzima ). O programa foi pausado na temperatura de 20°C. Os
tubos foram mantidos no termociclador.

4) Reacdo da PCR (Polymerase Chain Reaction): o tubo contendo os primers foi
vortexado ( PCR Primer Mix, tampa marrom). Para o preparo da solucdo de Master Mix
contendo a enzima polimerase, procedeu-se da seguinte maneira (para cada amostra):

- 7,5 ul de éagua ultrapura + 2 ul de SALSA PCR Primer Mix + 0.5 ul da SALSA
Polymerase (tampa laranja). Misturou-se bem e suavemente com a pipeta.

Foram adicionados 10 ul dessa solucdo a cada tubo no termociclador e seguiu-se para 0

seguinte programa da reacao de PCR:

95°C — 30 segundos
Ciclo de 35 x 60°C — 30 segundos
(vezes) 72°C — 60 segundos

Apbs os ciclos da PCR, o programa continuou a 72°C por 20 minutos e pausa a 15°C,
finalizando a reacéo de PCR.

5) Separacéo dos produtos da PCR por Eletroforese Capilar: para a separagéo dos
produtos da PCR por eletroforese capilar, as amostras foram transferidas para uma placa (96
wells), seguindo a adi¢cdo com os seguintes volumes e reagentes para cada poco:

- 0,7 ul do produto de PCR de cada tubo;
-0,3ulde ROX e
- 9 ul de formamida HiDi
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A placa foi selada com fita adesiva propria e aquecida no termociclador a 86°C por 3
minutos. Imediatamente apos, foi resfriada a 4° C por 2 minutos. Posteriormente, a placa foi
analisada no ABI Prism 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, USA), seguindo a
voltagem de injecdo, o tempo de corrida e demais parametros conforme o protocolo do
fabricante. Foi utilizado o polimero POP-4™ Polymer for 3500/3500xL Genetic
Analyzers (Applied Biosystems™).

6) Visualizacéo e analise dos resultados: os resultados da eletroforese capilar foram
analisados através do software Cofallyser.Net (MRC-Holland®, Holanda, www.mlpa.com).
Para a confirmacdo das alteracdes, os resultados também foram checados pelo software

GeneMarker® v2.2.0 (SoftGenetics — www.softgenetics.com). Em ambos o0s programas,

foram adotados os seguintes valores: delecfes (abaixo de 0,7) e duplicacBes (acima de 1,3).
Dentro do referido intervalo, considera-se normal. No caso de pacientes que apresentaram
alteracdes na técnica da MLPA, a reacdo foi repetida para confirmacédo e as amostras dos pais

foram analisadas para verificagcdo de segregacéo.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4393710?SID=srch-srp-4393710
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4393710?SID=srch-srp-4393710
http://www.softgenetics.com/

Tabela 7. Sondas de SALSA® P250 B2-0316 DiGeorge (MLPA). Localizacdo de acordo com NCBI36/hg18

Tamanho

Exon

(o) Gene (GenBank) Locus Inicio Fim
129 PPIL2 20 22q1121 20379682 20379748
136 EHMT1 3 09g34.3 139731001 139731062
142 SLC25A18 1 22q1121 16423313 16423380
148 DGCRS 2 22q1121 18453612 18453678
154 EHMT1 17 09q34.3 139805146 139805210
160 HIRA 25 20q11.21 17699015 17699079
166 SNRPD3 2 20q11.23 23283701 23283765
172 TBX1 2 20q11.21 18127111 18127178
178 MICALS 20 22q1121 16704656 16704728
184 KLKB1 3 04g35.2 187390319 187390398
191 CLTCL1 3 22q1121 17621597 17621661
196 CLDN5 1 22q1121 17891318 17891378
202 ZNF74 2 20q11.21 19079428 19079495
208 GP1BB 2 20q11.21 18091521 18091580
214 GNAZ 3 20q11.22 21795392 21795456
220 SMARCB1 1 20q11.23 22450370 22459434
226 USP18 1 22q1121 17012924 17012985
232 SHANK3 22 22q13.33 49507581 49507645
238 TXNRD2 9 22q1121 18266225 18266285
245 TBX1 7 22q1121 18133286 18133352
255 RPH3AL 5 17p133 169259 169330
261 RTDR1 6 20q11.22 21734047 21734115
267 GATA3 3 10p14 8140560 8140624
274 GATA4 7 08p23.1 11653542 11653609
283 KLHL22 2 22q1121 19173307 19173367
202 TOP3B 7 20q11.22 20652996 20653065
301 GATA3 6 10p14 8155803 8155870
308 HIC? 2 22q1121 20129442 20129511
316 MED15 10 20q11.21 19266745 19266813
326 SLC25A4 2 04g35.1 186303263 186303335
335 ILL7RA 4 22q11.1 15959666 15959739
342 RAB36 1 20q11.22 21817561 21817617
350 TRCEiE:éFI’\f Down 10p14 10588971 10589047
357 BID 4 22q11.21 16606684 16606759
364 CELF2-region 6 10p14 11017023 11017090
373 SNAP29 5 22q1121 19572014 19572084
382 CELF? 4 10p14 11247522 11247596
391 YWHAE 5 170133 1211255 1211325
400 SMARCB1 9 20q11.23 22506362 22506429
409 GEMIN4 2 17p13.3 596607 596671
418 LZTR1 16 20q11.21 19679191 19679261
427 MSRA 4 08p23.1 10102752 10102819
434 RPH3AL 2 17p13.3 183588 183659
445 ARSA 1 2291333 49413270 49413327
454 RTDRI 2 2291122 21812539 21812602
466 CDC45 1 22q1121 17847478 17847540
472 PPP1R3B 3 08p23.1 9036240 9036313
487 NEBL 5 10p12.31 21226273 21226342

53
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3.4.5 Anélise por CMA

A andlise de CMA foi realizada em parceria com o Laboratorio de Citogendmica da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (FMUSP) - Sdo Paulo (nas amostras
dos pacientes 8325, e de seus pais, e 8362), e em parceria com o Centro de Estudos do
Genoma Humano do Instituto de Biociéncias da USP (nas demais amostras). A técnica de
CMA foi utilizada para buscar possiveis perdas (delecbes) e ganhos (duplicacdes)
submicroscépicos no genoma de 6 pacientes com CCs sindrémicas sem diagnostico clinico
definido (vide tabela 5). Neste estudo, foram empregadas duas plataformas: SNP — array
850K HumanCytoSNP — 8x1 HD (lllumina®, Inc., San Diego, California, USA) (amostras
8362 e 8325); e SurePrint G3 Human CGH Microarray Kit, 4x180K (Agilent Technologies®,
Inc., Santa Clara, CA, USA) (demais amostras).

A plataforma da Illumina possui cerca de 850.000 sondas que permitem uma alta
resolucdo tanto de variacbes no nimero de cépias quanto da perda de heterozigosidade
(LOH), identificando também um nivel minimo de mosaicismos e Polimorfismos de
Nucleotideos Unicos (SNPs). Adicionalmente, essa plataforma cobre regides de CNVs com
conhecida relevancia clinica. Todo o protocolo foi realizado estritamente segundo instrucées
do fabricante, sem modificagdes (disponivel em: https://www.illumina.com/products/by-

type/clinical-research-products/infinium-cytosnp 850k.html). As laminas hibridadas com o

DNA teste foram analisadas no sistema de scanner iScan® System (lllumina).

J& a plataforma da Agilent contém cerca de 180.000 sondas distribuidas pelo genoma
humano, detectando simultaneamente perdas e ganhos genémicos. Todo o protocolo foi
realizado segundo as instruces do fabricante, sem modificacdes (disponivel em:
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G4410-90020 CGH_ULS_3.5.pdf).

3.4.6 Analise dos resultados de CMA

A visualizagdo e a analise dos resultados da técnica de CMA na plataforma Illumina
foram realizadas por dois softwares: KaryoStudio v1.4.3.0 Build37® (CNV Plugin v3.0.7.0) e
BlueFuse™ Multi Analysis Sofiware. Na plataforma da Agilent, foi utilizado o software
Genomic Workbench 6.9 (Agilent Technologies).

Todas as posigdes gendmicas foram mapeadas de acordo com GRC37/hgl9 genome
build. Todas as CNVs encontradas foram checadas uma a uma utilizando bancos de dados
publicos disponiveis. As CNVs foram classificadas em: benignas; patogénicas ou de

significado clinico incerto (VOUS), seguindo as recomendacfes de Kearney et al. (2011)


https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/infinium-cytosnp%20850k.html
https://www.illumina.com/products/by-type/clinical-research-products/infinium-cytosnp%20850k.html
https://www.agilent.com/cs/library/usermanuals/public/G4410-90020_CGH_ULS_3.5.pdf
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(American College of Medical Genetics). No caso do paciente 8325, as amostras dos pais
foram incluidas para verificar se as CNVs s&o de novo ou se foram herdadas.

A classificacdo das CNVs seguiu principios e fluxogramas propostos por Breckpot et al.
(2011), Kearney et al. (2011), Leung et al. (2010) e Miller et al. (2010). A tabela 7 explicita
os critérios adotados.

Tabela 8. Critérios adotados na caracterizacdo das CNVs encontradas nos probandos investigados.

VOUS (Significado
Fator Patogénica Benigna
clinico incerto)

Estrutural

CNV idéntica e herdada de v
um pai/mée ndo afetado

Idéntica a CNV de um

parente saudavel

CNV se sobrepde a v
coordenadas gendmicas de
um desequilibrio conhecido

CNV totalmente contida
dentro de um desequilibrio v
gendmico definido em um
banco de dados de pacientes
afetados

CNV é uma duplicacéo (sem v
a presenca de genes sensiveis
a dosagem conhecidos)

CNV relatada em um banco v
de dados de CNVs de
individuos saudaveis

Funcional

CNV contém genes v
mérbidos descritos no
OMIM e é uma delecéo

CNV tem um fenGtipo v
associado em camundongos
knock-out
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Continuacéo Tabela 8

CNV apresenta genes que v v
exibem haploinsuficiéncia

Modo de Heranca

CNV associada a fenétipos v v
clinicos variaveis que foram
descritos

CNV herdada em associacdo
com sindrome de v
delecdo/duplicacdo bem
caracterizada ou que tenha
sido publicada

CNYV alterada ou expandida
que tenha sido herdade de v v
um dos pais , mas que ndo
esteja dentro de uma regido
de CNVs conhecidas

* Modificada de LEUNG et al. (2010).

Os seguintes bancos de dados publicos online* foram utilizados na classificagdo das
CNVs encontradas:

- Database of Genomic Variants (DGV) (disponivel em:

http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home), a fim de verificar se as CNVs encontradas sdo descritas em

individuos saudaveis;

- Database of Genomic Variation and Phenotype in Humans Using Ensembl Resources

(DECIPHER) (disponivel em: https://decipher.sanger.ac.uk/index), para a verificacdo de

CNVs patogénicas em associacdo com as descri¢des clinicas de pacientes;

- UCSC Genome Browser (disponivel em: https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway),

para a analise de sobreposicdo com outras regides conhecidas, contetido génico e a descri¢éo

integrada de CNVs em outros bancos de dados, como 0 OMIM e RefSeq Genes (NCBI);

- ClinGen Dosage Sensitivity Map (disponivel em:

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbvar/clingen/ ), para analise de haploinsuficiéncia de

genes em caso de delecdes (Haploinsuficiency Score), e sensibilidade a trés copias genémicas

no caso de duplicagdes (Triplosensitivity Score);


http://dgv.tcag.ca/dgv/app/home
https://decipher.sanger.ac.uk/index
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/dbvar/clingen/
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- Clinvar (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), para analise de CNVs

descritas nas regides de sobreposi¢cdo com os resultados encontrados nos pacientes;

Apbs a analise da relevancia clinica das CNVs, foram caracterizados todos os genes
contidos nos ganhos e perdas gendmicas encontradas, além das suas fungdes e possiveis
envolvimentos com os fen6tipos clinicos observados nos pacientes. Para esta caracterizagdo,

foram utilizados os seguintes bancos e ferramentas online*:

- Table Browser - UCSC  Genome  Browser  (disponivel em:
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables), na geracéo de tabelas com todos os genes contidos

em uma dada localizacdo gendmica (foi utilizado com base em GRC37/hgl19), e recuperacao

de informac6es sobre a relevancia clinica ja descrita para os genes;

- OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man, disponivel em: www.omim.org), na

caracterizacdo funcional dos genes contidos nas CNVs e suas relacbes com patologias ja

conhecidas;

- GeneCards (disponivel em: www.genecards.org), para caracterizacdo das funcdes ja

conhecidas dos genes; e

- PUBMED (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), a fim de buscar

literatura cientifica mais recente sobre os genes contidos nas CNvs e sua possivel relacdo com
o fendtipo. Foram realizadas buscas (sem restricdo de periodo) para cada um dos genes

presentes nas regides de perdas e ganhos gendémicos encontradas nos pacientes.

* Para fins de contextualizacdo temporal (dado que muitos desses bancos séo
atualizados com periodicidade), o ultimo acesso aos mesmos foi realizado no dia 11 de abril
de 2018.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTables
http://www.omim.org/
http://www.genecards.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/

RESULTADOS
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4. RESULTADOS

Dos 27 pacientes analisados pela técnica da MLPA, apenas uma paciente nao
sindrdmica apresentou alteracdo no numero de copias genémicas na regido cromossémica
22011.2. A paciente 8356 apresentou uma duplicacdo na sonda que envolve o gene TOP3B
(regido 22qg11.2) (Figuras 6 e 7). Trata-se de uma menina, sendo a segunda filha de pais
saudaveis nao consanguineos. Nasceu a termo, pesando 1,585 kg (percentil < 3 para a idade) e
medindo 41 cm (percentil < 3 para a idade). Foi diagnosticada com defeito do septo
atrioventricular. Na avaliacdo genético-clinica da menor, aos 9 anos de idade, ndo foram
verificados dismorfismos ou outras alteracfes extracardiacas relevantes. Seu histérico familiar
revelou uma tia (do lado materno) com insuficiéncia tricispide. As amostras de DNA
gendmico dos pais da paciente 8356 também foram avaliadas pela MLPA, e os resultados
indicaram uma duplicacdo na mesma regido em TOP3B na amostra do pai, indicando a

possivel origem da duplicacdo na paciente em questao.
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Figura 6. Eletroferogramas parciais, mostrando as amostras-controle em vermelho e a da paciente em azul
normalizadas pelo programa GeneMarker. A) Eletroferograma de um individuo normal, evidenciando o0s
tamanhos dos picos azuis (individuo normal) semelhantes aos dos picos vermelhos (controles) (seta preta). B)
Amostra da paciente 8356 (seta preta) com ganho no nimero de copias para a sonda que envolve o0 gene TOP3B.
Destaca-se o tamanho do pico azul (seta preta) em relacéo ao controle (pico vermelho).
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Figura 7. Distribuicdo das sondas detectadas na reacdo da MLPA da paciente 8356. A) Razdo de plotagem
gerado pelo GeneMarker, onde as linhas verdes correspondem aos limites de duas cdpias. Os quadrados
pequenos verdes correspondem as sondas para a regido 22q11.2 e os azuis as sondas controles (vide tabela 7).
Observe a duplicacdo na sonda que envolve o gene TOP3B (seta preta). B) Plotagem das sondas em um
individuo controle (normal), evidenciando a distribuicdo das sondas dentro do limite de duas copias génicas.
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As andlises por MLPA, cari6tipo convencional e os resultados gerais da analise por CMA na casuistica dos 6 pacientes sindrémicos

analisados estdo sumarizados na tabela 9. Os detalhes das alteragcdes gendmicas encontradas nos 2 pacientes estdo explanados adiante.

Tabela 9. Resultados gerais das analises genéticas dos 6 pacientes com cardiopatias congénitas de espectro sindromico incluidos na analise por CMA.

Paciente/Sexo Cari6tipo MLPA CMA (arrays) Cardiopatia Congénita
8325/M 46,XY Normal Delecio e AOH Estenose da valva
pulmonar
Estenose da valva
8397/F 46,XX Normal Normal
pulmonar
Insuficiéncia da valva
8468/F 46, XX Normal Normal mitral; pos-operatorio de
correcdo de CIA, CIV e
estenose pulmonar
8362/M 46,XY,add (18) (p11.3) Normal Delecéo e Duplicacdo ClAeCIV
8391/M 46, XY Normal Normal Estenose adrtica valvar
Insuficiéncia mitral e
8430/F 46,XX Normal Normal

tricuspide

AOH = auséncia de heterozigosidade; CIA = comunicacdo interatrial; CIV= comunicacdo interventricular; CMA = analise cromossémica por microrranjos;

MLPA= amplificacdo multiplex de sondas dependentes de ligac&o.
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4.1 PACIENTE 8325

O paciente 8325 (Figura 8), filho Unico de casal jovem e ndo consanguineo, sexo
masculino, nasceu a termo pesando 4,170 Kg (percentil = 94,1) e comprimento de 54 cm
(percentil >97,5). Aos dois meses de vida apresentou ictericia colestatica, recebendo
acompanhamento em gastropediatra. Em exames complementares, apresentou elevacdo dos
niveis de enzimas hepaticas e de marcadores de necrose muscular.

Avaliado aos 2 anos e 5 meses, revelou estatura de 105 cm (percentil > 97), peso de 30
Kg (percentil > 97), envergadura de 110 cm, PC de 53 cm (percentil = 99, 9). Foi
diagnosticado com estenose da valva pulmonar. Apresentou ainda, macrocrania,
macrossomia, hipotonia muscular, atraso global do desenvolvimento, estrabismo, nariz em
sela, ponte nasal baixa, microretrognatismo, maos com dedos afilados e pés gordos com dedos
afilados. Exames de ultrassonografia do abdémen total revelaram a presenca de
hepatomegalia homogénea. Recebeu o diagndstico clinico de Sindrome de MOMO
(Macrossomia; Obesidade; Macrocrania e anormalidades Oculares).

O resultado do cari6tipo foi normal (figura 9), sendo 46,XY.

A analise por CMA revelou as seguintes alterac6es (Tabela 10): uma delecéo de 159,11
kb em 1p36.11 (figura 10), envolvendo 4 genes (RefSeq): RSRP1, RHD, TMEMS50A e
RHCE, sendo descritos no OMIM o0s genes com destaque em negrito; e uma auséncia de
heterozigosidade (AOH) em 2p13.2p12 (figura 11), abrangendo 45 genes (RefSeq), entre 0s
quais 32 (em negrito) estdo descritos no OMIM: ACTG2, ALMS1, AUP1, BOLAS, C20rf78,
C2orfgl, CCDC142, CCT7, CYP26B1, DCTN1, DGUOK, DOK1, DQX1, DUSP11, EGR4,
EMX1, EXOC6B, FBX0O41, HTRA2, INO80B, LBX2, LOXL3, M1AP, MOB1A, MOGS,
MRPL53, MTHFD2, NAT8, NOTO, PCGF1, PRADC1, RAB11FIP5, RTKN, SEMA4F,
SFXN5, SLC4A5, SMYD5, SPR, STAMBP, TET3, TLX2, TPRKB, TTC31, WBP1 e
WDR54. Tal alteracdo de AOH revela uma dissomia uniparental em 2p13.2p12, evidenciada
pelo longo trecho de homozigose em quest&o.

Analises em bancos de dados de individuos saudaveis (DGV) evidenciaram varias

sobreposicdes de perdas benignas com a delecdo em 1p36.11 do paciente 8325 (figura 12).
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Figura 8. Paciente 8325 aos 2 anos e 5 meses de idade. A: Presenca de estrabismo; B e C: nota-se a
macrocrania e D: pés gordos com dedos afilados.

é“ b/? : % L 44
PO L 1 T
1 2 3 4 5
v < 30 3 @ 15 .
S THE T O ) T | L
6 7 8 9 10 1 12
T BK 26 @3
13 14 15 16 17 18
Xz 3K 2 BA 6' i
19 20 21 22 X Y

Figura 9. Resultado da anélise citogenética do paciente 8325. Padrdo cromossdmico normal para 0 sexo
masculino (46, XY). O bandamento GTG foi realizado na resolu¢do de aproximadamente 550 bandas.
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Tabela 10. Resultados da técnica de CMA do paciente 8325 na plataforma BeadChip Illumina 850K® Array. Localizacdo de acordo com GRC37/hg19.

Regido Cromossémica _ . Tamanho o ; 5
Amostras Alteracéo Classificagdo* Origem  Sondas® Observacéo
(ISCN)? (kb)
Paciente Dissomia
arr[hg19] 2p13.2p12 .
8325 [ g ] p p AOH 31024’993 VOUS De novo 729 un|parenta|
(72,014,622 — 75,014,622) x2 (UPD)-
arr[hg19] 1p36.11 _ NaO.SNe sol?r_epo; d
Perda 159,118 Benigna De novo 33 regiao critica da
(25,570,081 — 25,729,198) x1 sindrome de
delecdo 1p36
Mée de 8325 Sem alteracBes (normal) - - - - - -
Regido
) ) centromérica e
(58,019,061 -62,168,735) x1 de genes
conhecidos
arr[hg19]19p12qg12 ; . Regido
ha1o1p2q AOH 6,830,108 Benigna 004 centrogmérica
(21,806,125 — 28,636232) x2
arr[hg19] 11p11.2912.1 ; ) Regido
Lg1] 11p1L.29 AOH 9,189,251 Benigna 804 .

(47,360,069 — 56,549,319) x2

Centromérica

*AOH= Absence of heterozygosity (auséncia de heterozigosidade); VOUS = variante de significado clinico incerto.

2Nomenclatura citogendmica de acordo com ISCN 2013 (International System for Human Cytogenetic Nomenclature)

® Numero de sondas detectadas na hibridizagdo dessas regides na técnica de CMA (Chromosomal Microarray Analysis)
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Figura 10. Perfil do resultado de CMA indicando uma dele¢do no paciente 8325. A andlise revelou uma
dele¢do em 1p36.11 (plataforma SNP-array 850K Illumina®). A) delecdo de 159,11 kb evidenciada pela seta
verde e quadrado vermelho. B) Um aumento na regido evidencia a extensdo da alteracdo, C) com a delecdo
indicada pela seta vermelha (auséncia de sondas). Imagem obtida pelo BlueFuse™ Multi Analysis Software.

255.00m0 B B C B

.

tondd

B

.
>
@

p133
7o ogoogERos G
* 2o
. oith
e AP,

3
.

2
%

.

.
& 3
. L
-
B vz £33 t ol
E 4 L >
. % . sade LD
0 0.100.200.300.400.500.600.700.60 0.90 1.00 0 0.100.200.300.400.500,600.700.800.50 1.00 2750008 0 0.100.200.300.400.500.600.700.600.90 1.00
B-Allele Frequency B-Allele Frequency B-Allele Frequency

Figura 11. Resultado de CMA evidenciando uma auséncia de heterozigosidade (AOH) no paciente 8325.
A, B e C: regido com AOH em 2p13.2p12 (em azul) indicada pela seta vermelha (plataforma SNP-array 850K
Illumina®). Imagem obtida no software BlueFuse™ Multi Analysis Software.
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Figura 12. Anélise da delecdo em 1p36.11 na plataforma UCSC Genome Browser (GRC37/hgl19). A dele¢do do paciente (seta preta) em compara¢do com casos do
DECIPHER (seta vermelha) e DGV (Database of Genomic Variants) (seta verde), evidenciando uma maior quantidade de CNVs descritas como benignas no DGV (linhas em
vermelho - dele¢Bes) em comparacdo com casos do DECIPHER (dele¢fes em vermelho e duplicacdes em azul).
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4.2 PACIENTE 8362

O paciente 8362 (figura 13) foi encaminhado ao SAG (IBB-Unesp) por apresentar
ptose renal, hipotonia e comunicacao interventricular (com insuficiéncia cardiaca congestiva —
ICC). Trata-se de um filho Unico de um casal saudavel, jovem e ndo consanguineo.

Seu histdrico gestacional revelou intercorréncias: hemorragia, infeccdo urinaria e pre-
eclampsia.

O paciente nasceu a 36 semanas, por cesariana, ficando internado durante 45 dias em
UTI neonatal. Apresentou ao nascimento: peso de 3.395g (percentil < 50), comprimento de
50cm (percentil < 50), pouca succdo, ictericia, dificuldade em se alimentar, refluxo
gastroesofagico, comunicacdo interatrial, asplenia (baco ndo identificado no exame de
ultrassonografia do abdémen total), ventriculomegalia lateral e do terceiro ventriculo (visto
em ultrassonografia do cranio), dismotilidade esofageana e pectus excavatum.

Na avaliacdo genético—clinica, com 1 ano e 4 meses de idade, foi observado: peso de
8.800g (percentil < 15), comprimento de 74cm (percentil < 3), perimetro toracico de 48cm,
perimetro cefalico de 46cm (percentil < 50), distancia intercantal interna de 2,5cm (percentil
< 97), distancia intercantal externa de 9cm (percentil = 95), microcefalia, dolicocefalia, bossas
frontais, orelhas rotadas anteriormente, fendas palpebrais descendentes, blefarofimose, nariz
largo e proeminente, ponte nasal alta e larga, narinas antevertidas, filtro nasal longo,
micrognatismo, l1abio inferior com linha média em formato de “V”, palato alto e arqueado,
dentes irregulares com diastema dos incisivos centrais, pesco¢o curto, pectus excavatum,
hérnia umbilical, fimose e hipotonia. Ademais, estava com traqueostomia devido a severo
refluxo gastroesofagico.

O resultado do exame citogenético (figura 14) foi 46,XY, add (18) (p11.3).

O cari6tipo da mae (figura 21) revelou 46, XX, t(15q;18p)(q25;p11.3), e o carittipo do
pai foi normal (46,XY).

A analise por CMA revelou (figuras 15 e 16): uma duplicacdo em 15¢25.2926.3, com
tamanho de 18,4 Mb e envolvendo 124 genes (RefSeq) (tabela 11), entre os quais 69 s&o
descritos no OMIM (em negrito): ABHD2, ACAN, ADAMTS17, ADAMTSL3, AEN,
AGBL1, AKAP13, ALDH1A3, ALPK3, ANPEP, AP3S2, ARPIN, ARRDC4, ASB7, ASB9P1,
BLM, C150rf32, C150rf38-AP3S2, CERS3, CHD2, CHSY1, CIB1, CRAT37, CRTC3, DET1,
DNM1P41, DNM1P46, EFL1P1, FAM169B, FAM174B, FANCI, FES, FURIN,
GABARAPL3, GDPGP1, GOLGA2P7, GOLGA6L3, GOLGA6L4, GOLGAG6L5P, HAPLNS3,
HDDC3, HSP90B2P, IDH2, IGF1R, IQGAP1, IRAIN, 1SG20, KIF7, KLHL25, LINS1,
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LRRC28, LRRK1, LUNAR1, LYSMD4, MAN2A2, MCTP2, MEF2A, MESP1, MESP2,
MFGES8, MIR1179, MIR1276, MIR1469, MIR3174, MIR3175, MIR3529, MIR4714,
MIR5009, MIR5094, MIR548AP, MIR6766, MIR7-2, MIR7706, MIR9-3, MIR9-3HG,
MRPL46, MRPS11, NGRN, NMB, NR2F2, NTRK3, OR4F13P, OR4F15, OR4F6, PCSK®,
PDESA, PEX11A, PGPEPI1L, PLIN1, POLG, PRC1, PRKXP1, RCCD1, RGMA, RHCG,
RLBP1, SCAND2P, SEC11A, SELENOS, SEMA4B, SH3GL3, SLC28Al1, SLCO3AL,
SNRPAL, SPATA41, SPATAS, ST8SIA2, SV2B, SYNM, TARSL2, TICRR, TM2D3, TTC23,
TTLL13P, UBE2Q2L, UBE2Q2P1, UNC45A, VPS33B, WDR73, WDR93, ZNF592, ZNF710,
ZNFT774 e ZSCAN2.

Além da duplicacéo, também foi identificada uma delecdo em 18p11.32p11.22, com
tamanho de 8,7 Mb e contendo 40 genes (RefSeq), dos quais 27 sdo descritos no OMIM (em
negrito): ADCYAP1, AKAIN1, ARHGAP28, CBX3P2, CETN1, CLUL1l, COLEC12,
DLGAP1, EMILIN2, ENOSF1, EPB41L3, GACAT2, GAPLINC, L3MBTL4, LAMAL,
LPIN2, LRRC30, METTL4, MIR3976, MIR3976HG, MIR4317, MIR6718, MIR8078, MTCL1,
MYL12A, MYL12B, MYOM1, NDC80, PTPRM, RAB12, ROCK1P1, SMCHD1, TGIF1,
THOC1, TMEM200C, TYMS, TYMSOS, USP14, YES1 e ZBTB14.

Os resultados do CMA encontrados foram confirmados por FISH (Figura 20). A
translocagdo balanceada entre os cromossomos 15 e 18 (na mée do paciente 8362) foi
confirmada também por FISH (Figura 22).

Portanto, o resultado citogenémico final para o paciente 8362 é: 46, XY, add (18)
(15¢25.2—q26.3::18p11.22).

A comparacdo de casos descritos no DECIPHER com sobreposicfes fenotipicas a
duplicacdo em 15q e a perda gendmica em 18p estd esquematizada nas figuras 18 e 19,

respectivamente.



Figura 13. Fotos do paciente 8362, avaliado com 1 més e 5 dias de idade (superior esquerda) e com 1 ano e 4

meses de idade (demais fotos).
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Figura 14. Resultado da analise citogenética do paciente 8362. A andlise revelou cari6tipo 46, XY, add(18)
(p11.3), revelando material adicional no braco curto do cromossomo 18 (seta preta). O bandamento GTG foi

realizado na resolucdo de aproximadamente 550 bandas.



Tabela 11. Resultados da técnica de CMA do paciente 8368 na plataforma BeadChip Illumina 850K® Array. Localizacdo de acordo com GRC37/hg19.

Regido Cromossdmica 5 Tamanho o _ .
Amostra Alteracéo Classificacdo Origem Sondas® Observagéo®
(ISCN)? (kb
Mae com 124 RefS
_ - ) efSeq genes e
Paciente 8362 arr[hg19]15025.2026.3 Ganho  1g419g55  Patogénica translocagéo o4y 69 deles descritos
(84,041,308 — 102,461,162) x3 balanceada no OMIM
e 40 genes RefSeq,
ae com dos quais 27 s&o
arr[hg19] 18p11.32p11.22 .
[(ng19] 18p k Perda 8,750,596 Patogénica translocagéo 3248 descritos no
(13,034 — 8,763,596) x1 OMIM. Envolve
balanceada genes

haploinsuficentes

2Nomenclatura citogenémica de acordo com ISCN 2013 (International System for Human Cytogenetic Nomenclature).

® NUmero de sondas detectadas na hibridizacdo dessas regides na técnica de CMA (Chromosomal Microarray Analysis).

¢OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man (disponivel em www.omim.org).
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Figura 15. Perfil do resultado de CMA indicando uma duplicacdo (ganho) no paciente 8362. A andlise
revelou duplicacdo em 15¢25.2926.3 (plataforma SNP-array 850K Illumina®). A) duplicacdo de 18,4 Mb
evidenciada pela seta vermelha. B) Um aumento na regido evidencia a extensdo da alteragdo (em verde), C) com
a duplicacdo indicada pela seta vermelha. Imagem obtida pelo BlueFuse™ Multi Analysis Software.
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Figura 16. Resultado do CMA evidenciando uma perda (delecdo) no paciente 8362. A) Delecdo em

18p11.32p11.22 (seta vermelha), B) com a extensédo da alteracéo até a extremidade do braco p do cromossomo
18 (em vermelho). C) Auséncia de sondas na regido com a delegdo (seta vermelha). Imagem obtida pelo
BlueFuse Multi™ Analysis Software.
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Figura 17. Visualizacéo dos genes presentes em cada alteracao encontrada no paciente 8362, através do UCSC Genome Browser (GRC37/hgl19). A) Genes (RefSeq)
presentes na localizacdo genémica da duplicacdo em 15925.2926.3, e B) 0s genes presentes na localizagdo genémica da delecdo em 18p11.32p11.22.
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Figura 18. Analise das coordenadas gendmicas de duplicacdes em 15025.2926.3 de 12 pacientes do DECIPHER em comparagéo com o paciente 8362. A duplicacdo
em 15q25.2¢26.3 do paciente 8362 em comparagdo com 12 casos que possuem, pelo menos, dois sinais clinicos em comum com nosso paciente. Os pacientes com numeragao
(registro no DECIPHER) e com um desenho de um coragdo partido sdo individuos com algum tipo de CC. As coordenadas gendmicas estdo todas mapeadas conforme
GRC37/hg19. Observe 0s genes que se sobrepdem as coordenadas dos pacientes com CCs.



75

//;/—— Z'i‘r".'lI II‘I.""I

chrig I_'IIIIIIZEI'l 000,000 4000000 000,000 5,000,001 6000000 000,01 II 82,000,000

Paciente 8362
285014 &9

340405
289003
289834

255600
266274
266276

266274 47 I

! oy A5 & Lomparaive EEndmics

1Ban4E H ..-:,I.--lgi-”"f. 11 LIFF l.l

ZETE4 | | 010013048 AR
EFB41La H I SOGAZ

TeAERAZ DO

Figura 19. Andlise das coordenadas gendmicas de dele¢cdes em 18p11.32p11.22 de 21 pacientes do DECIPHER em comparagdo com o paciente 8362. A delecdo em
18p11.32p11.22 do paciente 8362 em comparagdo com 21 casos que possuem, pelo menos, dois sinais clinicos em comum com nosso paciente. Os pacientes com numeragdo
(registro no DECIPHER) e com um desenho de um coragdo partido sdo individuos com algum tipo de CC. As coordenadas gendmicas estdo todas mapeadas conforme
GRC37/hg19. Observe os genes que se sobrepdem as coordenadas dos pacientes com CCs.
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der (18)
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Figura 20. Resultado da técnica de FISH confirmando resultados de CMA no paciente 8362. A) utilizando a sonda Coatasome 15 (ONCOR®) com marcacdo em verde
para os cromossomos 15 e evidenciando a presenca de uma regido do 15 no braco curto do cromossomo 18. B) Sonda TelVysion 15q SpectrumOrange da VYSIS® para
marcacdo de regido subtelomérica do cromossomo 15 (em vermelho), evidenciando essa regido presente também no cromossomo 18. A seta amarela destaca a deteccdo de
trés cromossomos com regides subteloméricas do cromossomo 15. C) Utilizando sonda especifica para marcacdo de regides subteloméricas e centroméricas do cromossomo
18 (sonda 18pter — Texas Red CYTOCELL®; Alpha Satellite DNA Probe CYTOCELL® para marcagdo centromeérica do cromossomo 18 - corado em verde), evidenciou-se a
delecdo de uma regido do brago curto do cromossomo 18 (der 18), confirmando assim, a dele¢do detectada no CMA
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Figura 21. Cromossomos 15 e 18 resultantes do exame de cari6tipo da méde do paciente 8362 e esquemas de
ideogramas explicitando a translocagéo balanceada entre os cromossomos 15 e 18. Os demais cromossomos s&o
de padrdes normais. A) Observe, na ponta da seta preta, um encurtamento do braco longo do cromossomo 15 em
comparacdo com o seu homologo do lado esquerdo. B) Adi¢do de material no brago curto do cromossomo 18
(seta preta), evidenciando aumento dessa regido em comparacdo com o seu homdlogo do lado esquerdo. Os
esquemas representam o seguinte resultado na mée: 46, XX, t (15;18) (q25.2—q26.3; p11.32—p11.22).
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Figura 22. Resultados da técnica de FISH realizada em linfocitos metafasicos da mée do paciente 8362,
evidenciando a translocagdo balanceada entre os cromossomos 15 e 18 e indicando a ndo perda de material
gendmico, o que justifica a mae ser normal e saudavel. A) Sonda TelVysion 15q SpectrumQOrange da VYSIS®
para marcacdo de regido subtelomérica do cromossomo 15 (em vermelho), evidenciando essa regido presente
também no cromossomo 18. B) Sonda Coatasome 15 (ONCOR®) com marcacdo em verde para 0S
cromossomos 15, evidenciando um cromossomo 15 com menor intensidade de coloragdo (der 15) e a presenca
de uma regido do 15 no cromossomo 18, indicando a translocacdo entre esses dois cromossomos. C) sonda
especifica para marcacao de regiGes subteloméricas e centroméricas do cromossomo 18 (sonda 18pter — Texas
Red CYTOCELL®) e Alpha Satellite DNA Probe CYTOCELL® para marcagdo centromérica do cromossomo
18, evidenciando a presenca de regido do 18p no cromossomo 15 e a auséncia dela em um dos cromossomos 18
(der 18). Esse resultado confirma a hipétese de translocagdo balanceada na mée do paciente em questo.
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5. DISCUSSAO

No presente trabalho, analisamos clinicamente um grupo amostral de 31 pacientes
diagnosticados com CCs, sendo 18 pacientes ndo sindrémicos e 13 sindrémicos (tabelas 5 e
6). Desse total, 27 pacientes foram investigados por anélises genéticas moleculares, onde 37%
foram diagnosticados com CIA e CIV, sendo esta Ultima a mais frequente. Apesar do presente
grupo amostral ser pequeno, essa frequéncia vai de acordo com o descrito por Fahed et al.
(2013), onde se evidencia a CIV como a alteracdo mais frequente em recém-nascidos vivos.
Quando se analisa o histdrico familiar dos pacientes estudados em relagdo a manifestagdo de
algum tipo de CC nas familias, evidencia-se entre os ndo sindrémicos uma frequéncia maior
de CCs em pessoas da mesma familia (considerando pais ndo consanguineos). Segundo Lee e
Chung (2015), entre as causas genéticas bem estabelecidas para a etiologia de CCs néo
sindromicas estdo mutacOes que possuem uma heranga autossdmica dominante, indicando a
provavel explicacao de alta recorréncia familiar da doenca no espectro ndo sindrémico.

A triagem para delecBes na regido 22g11.2 pela MLPA visou avaliar e detectar
possiveis alteracfes no nimero de cdpias gendmicas nessa regido dos pacientes analisados,
pois se constitui como um desequilibrio gendmico frequente na manifestacdo de CCs
(GOLDMUNTZ et al., 1998). Nos pacientes analisados pela MLPA, nenhum apresentou
delecdo na regido cromossdmica 22q11.2. Um fator a se considerar diz respeito a existéncia
de poucos estudos que investigaram a prevaléncia de delegdes em 22¢11.2 em pacientes com
CCs néo conotruncais e ndo sindrémicas. Um estudo brasileiro realizado por Huber et al.
(2014) avaliou 392 pacientes com CCs ndo sindrébmicas e ndo conotruncais, evidenciando
uma baixa prevaléncia de delecGes em 22q11.2 (apenas 1,27% dos pacientes).

No que tange a paciente 8356 (ndo sindrdmica), a técnica da MLPA mostrou uma
duplicacdo na sonda que envolve o gene TOP3B e sugestiva de uma heranga paterna da
alteracdo. O pai da paciente ndo apresenta nenhuma alteracdo relacionada a CC, o que ja a
exclui como patogénica nos critérios de classificagdo de CNVs adotados. O gene TOP3B
(OMIM #603582) codifica a proteina topoisomerase IlIB e evidéncias de investigacdo
recentes sugeriram o0 seu papel na reducdo de supertorcdo do DNA (diminuindo loops),
promogéo da transcricdo génica, protecdo contra danos ao DNA e reducdo da frequéncia de
translocacbes cromossémicas (YANG et al., 2014). Aléem disso, niveis diferenciados de sua
expressdo sugerem uma relagdo com a metastase de cancer de mama (OLIVEIRA-COSTA et

al., 2010), o que néo se correlaciona com o presente caso.
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Outros estudos que utilizaram MLPA em pacientes com cardiopatias congénitas
evidenciaram ganhos genémicos em 22q11.2. E o caso da investigacdo realizada por Pires et
al. (2014), onde houve uma triagem para CNVs na regido 22911.2 em 87 pacientes com CCs,
constatando uma duplicacdo de 288 kb que envolve o gene em questdo. Porém, a paciente
relatada por esse estudo apresentou também duplicagdes maiores em outras regifes de
22011.2 e possuia alteracdes extracardiacas (sendo de espectro sindrdmico, o que ja difere da
paciente 8356). A analise de sua mée (saudavel) pela MLPA revelou a mesma duplicacdo em
TOP3B, sugerindo a benignidade dessa CNV no fenotipo de cardiopatia congénita, o que vai
de encontro ao caso da paciente 8356 do presente estudo. Na anélise de sensibilidade a
dosagem no ClinGen Dosage Sensitivy Map, o gene TOP3B ainda néo foi evidenciado como
sensivel a presenca de trés cdpias de sua sequéncia, além de haver a descricdo de muitas
duplicacdes na regido em bancos de dados de individuos saudaveis. Ademais, nao foi
encontrada, até o momento, uma relacdo direta desse gene com a cardiogénese e/ou com
cardiopatias congénitas na literatura cientifica disponivel. Essas evidéncias colocam a
duplicacdo encontrada na paciente 8356 como benigna, aliada a heranca da mesma por um pai
saudavel.

No que se refere ao grupo de sindromicos do presente trabalho, 5 receberam um
diagnostico clinico definido, a saber: sindrome de Noonan (paciente 8337), sindrome
cardiofaciocutanea (paciente 8314), sindrome de Down (paciente 8426), sindrome de
LEOPARD (paciente 8450) e sindrome Cornélia De Lange (paciente 8514). Com excecao da
sindrome de Down, caracterizada canonicamente pela trissomia do cromossomo 21 (OMIM
190685), as demais sindromes possuem etiologia genética definida relacionada a mutacdes de
ponto que envolvem genes especificos: a sindrome de Noonan (OMIM 163950) por mutagdes
em algum (s) dos seguintes genes: PTPN11 (OMIM 176876), SOS1 (OMIM 182530), RAF1
(OMIM 164760), KRAS (OMIM 190070), NRAS (OMIM 164790), SHOC2 (OMIM 602775)
e CBL (OMIM 165360); a sindrome de LEOPARD (Noonan com Mudltiplas Manchas
Lentiginosas, OMIM 151100) por mutagcbes nos genes PTPN1l e RAF1; a sindrome
cardiofaciocutanea (CFC, OMIM 115150) devido a mutagdes em BRAF (OMIM 164757) e
MAP2K1 (OMIM 176872) ou MAP2K2 (OMIM 601263) (RAUEN, 2013); e a sindrome de
Cornélia De Lange (OMIM 122470) por muta¢fes nos genes NIPBL (OMIM 608667),
SMC1A (OMIM 300040), SMC3 (OMIM 606062), RAD21 (OMIM 606462) ou HDAC8
(OMIM 300269) (ROHATGI et al., 2010).

Pela definicdo do diagndstico clinico envolvendo sindromes com etiologia genética

conhecida (item dos critérios de exclusdo de amostras neste estudo), estes pacientes ndo foram
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analisados pelo CMA na presente investigacdo (array-CGH/SNP-arrays), ja que esta técnica
ndo detecta mutacGes pontuais ou do tipo indel. Tais mutacbes podem, por exemplo, ser
caracterizadas por técnicas de sequenciamento. Ademais, vale ressaltar que as sindromes de
Noonan, LEOPARD e cardiofaciocutanea fazem parte das denominadas “RASopathies”, um
conjunto de sindromes genéticas que tém em comum altera¢fes que causam desregulacdo na
via Ras/MAPK, indispensidvel no desenvolvimento embrionério e também em estagios
posteriores do desenvolvimento (RAUEN, 2013). Desta forma, a etiologia genética para as
alteracdes fenotipicas observadas nestes pacientes estd mais evidenciada, inclusive para as
CCs associadas a estas sindromes (CALCAGNI et al., 2017).

Dentro disto, os pacientes avaliados por CMA neste trabalho ndo possuem um
diagnostico sindrémico definido ou a sindrome definida clinicamente ndo apresenta, até o
momento, uma etiologia genética estabelecida. Discutimos adiante os resultados dos dois

pacientes que apresentaram alteragcdes citogendmicas na investigacdao por CMA.

5.1 Paciente 8325

O paciente 8325 recebeu o diagndstico clinico de Sindrome de MOMO (OMIM
157980) com base na combinacdo dos quatro sinais clinicos principais caracteristicos
(Macrossomia, Obesidade, Macrocefalia e Anormalidades Oculares - MOMO). Essa sindrome
foi descrita por Moretti-Ferreira et al. (1993), onde analisaram dois pacientes independentes
para a caracterizacao e proposicdo da nova sindrome. Posteriormente, foram publicados mais
6 trabalhos (até o presente momento) relatando casos de pacientes com MOMO. No total,
foram descritos 9 pacientes até 0 momento, e nenhum deles em associa¢do com algum tipo de
cardiopatia congénita (DI DONATO et al., 2012; VU et al., 2012; SHARDA et al., 2011,
WALLERSTEIN; SUGALSKI, 2010; GIUNCO et al., 2008; ZANNOLLI et al., 2000;
MORETTI-FERREIRA et al., 1993).

A etiologia genética da sindrome de MOMO ainda ndo e caracterizada, sendo o
primeiro gene candidato proposto por Vu et al. (2012). Neste trabalho, os pesquisadores
encontraram que a disrupc¢ao do gene LINCOO237 (OMIM 614992, um gene que codifica um
RNA néo codante), por meio de uma translocagdo balanceada entre os cromossomos 16 e 20,
leva a0 aumento de transcritos desse gene no cérebro (propondo a causa da deficiéncia
intelectual), e uma diminuicdo da expressdao em linfoblastos no paciente MOMO analisado.

Entretanto, nenhum outro trabalho corroborou ainda tal proposigéo.
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Na andlise por CMA, o paciente 8325 apresentou uma delecdo em 1p36.11 e uma
auséncia de heterozigosidade (AOH) em 2p13.2p12. A delecdo em 1p36.11, com tamanho de
159,1 kb de tamanho, envolve 3 genes relevantes: RHD (OMIM 111680), TMEM50A (OMIM
605348) e RHCE (OMIM 111700). O Clinvar (NCBI) descreve trés pacientes com delecbes
nessa regido, onde apenas uma é considerada clinicamente relevante (por envolver muito mais
genes, em especial o gene MACO1 que codifica a macoilina, uma proteina conhecida por seu
papel na regulacdo da excitabilidade neuronal). J4 o DECIPHER descreve apenas dois casos
com sobreposicdo a essa regido, mas com o envolvimento de um nimero maior de genes.
Adicionalmente, o0 DGV descreve 45 delecdes nessa regido (benignas), envolvendo pelo
menos 1 éxon dos 3 genes supracitados.

O gene RHD codifica a proteina RHD, o antigeno D do grupo sanguineo Rh. Esse gene
é altamente polimorfico, sendo a classificacdo Rh-positivo e Rh-negativo dada pela presenca e
auséncia dessa proteina na superficie dos eritrocitos, respectivamente. Dele¢fes pequenas que
envolvem esse gene sdo caracterizadas como polimorfismos relacionados ao grupo sanguineo
do sistema Rh (LOPEZ et al., 2018), sendo parte da variabilidade genética desse sistema
mesmo em delecdes um pouco maiores (SRIVASTAVA et al., 2018).

Similarmente ao gene RHD, os genes TMEM50A e RHCE também estdo relacionados
ao sistema sanguineo. Os genes TMEMS50A (Transmembrane 50A) e RHCE (codifica a
proteina Blood group Rh — CE plypeptide) fazem parte do chamado RH group, estando
ligados ao sistema sanguineo Rh (WAGNER; FLEGEL, 2000). Adicionalmente, a analise da
delecdo do presente caso em bancos de dados de individuos saudaveis revelou: 45 delecGes
que se sobrepde a regido do paciente 8325 (figura 12), envolvendo pelo menos um éxon dos 4
genes presentes na respectiva localizagdo gendmica de nosso paciente; e apenas um caso
descrito no DECIPHER (figura 12), colocando tal alteracdo como benigna. Desta forma, esta
delecdo ndo esta relacionada - devido ao seu tamanho, contetudo e localizacdo genémicas -
com o fenétipo de cardiopatia observado.

Ainda em relacdo a delecdo na regido 1p36 detectada no probando, vale ressaltar que
essa alteracdo ndo se sobrepbe a regides criticas descritas na literatura para a conhecida
sindrome de delecdo 1p36 (OMIM 607872), que envolve CNVs com tamanhos variaveis na
escala de megabases (JORDAN; ZAVERI; SCOTT, 2015; D’ANGELO et al., 2010). A
analise da regido no UCSC Genome Browser (GRC37/hg19) ndo mostrou sobreposi¢cdo com
genes clinicamente relevantes, divergindo das delecGes descritas de 1p36 na literatura
cientifica. Entretanto, o paciente possui algumas caracteristicas fenotipicas que se sobrepde

aos sinais clinicos da delecdo de 1p36, a saber: deficiéncia intelectual, atraso no
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desenvolvimento, dificuldade na fala, hipotonia, cardiopatia congénita e problemas oculares
(BATTAGLIA et al., 2008).

Os resultados de CMA também revelaram uma auséncia de heterozigosidade (AOH) em
2p13.2p12, envolvendo 45 genes RefSeq. Esta AOH pode surgir por delecdo da regido em um
dos cromossomos ou pela perda de alelos “selvagens” (wild type alleles) devido a mutacgdes
gue mudam o estado de uma regido gendmica em heterozigose para homozigose durante o
processo de meiose. Estas alteragdes podem “desmascarar” alelos recessivos antes
“encobertos” pela presenga de marcadores polimorficos (como os SNPs) que definiam a
heterozigosidade dos loci (RYLAND et al., 2015). No presente caso, tal AOH indica uma
dissomia uniparental (UPD) na regido cromossdmica 2p13.2p12. Por isso, esta alteragdo pode
revelar possiveis mutacdes recessivas presentes nesta regido. Entre 0s genes possivelmente
relevantes ao fenétipo do paciente localizados nesta regido gendmica, podemos citar: ALMSI
(OMIM 606844), DGUOK (OMIM 601465), ACTG2 (OMIM 102545), BOLA3 (OMIM
613183), CYP26 (OMIM 605207) e SMYD5 (sem registro no OMIM), sendo os dois
primeiros descritos como haploinsuficientes no banco de dados ClinGen Dosage Sensitivity
Map. Mutacdes recessivas nestes genes estdo relacionadas a variados fenotipos clinicos, como
podemos ver a seguir. Vale ressaltar que a técnica de CMA, ao apontar regifes com auséncia
de heterozigosidade, ndo nos fornece as possiveis mutagdes recessivas na regido (o que so é
possivel por técnicas de sequenciamento). Portanto, as discussGes dos genes a seguir sdo
pautadas no panorama do que mutagdes recessivas nessa regido, se presentes, podem causar.

O gene ALMS1 codifica uma proteina que desempenha papel na organizacdo dos
microtubulos, especialmente no que diz respeito a formacdo e manutencdo de estrututuras
celulares denominadas cilios. MutacBes recessivas nesse gene sdo conhecidas por causar a
sindrome de Alstrom (OMIM 203800) (MARSHALL et al., 2011). Entre os sinais clinicos
caracteristicos desta sindrome que apresentam sobreposicdo fenotipica com o presente caso
destacam-se: obesidade infantil, deficiéncia intelectual e defeitos cardiacos (cardiomiopatia
dilatada, geralmente).

Descrito como tendo um papel essencial na fosforilagdo de desoxirribonucleosideos de
purina na matriz mitocondrial, o gene DGUOK (deoxyguanosine kinase) é haploinsuficiente e
estd relacionado a alteracOes recessivas. Ha a descricdo de 4 pacientes no OMIM com
mutacdes em homozigose (envolvendo o gene DGUOK), com os quais o paciente 8325 tem as
seguintes sobreposicdes fenotipicas: hipotonia, hepatomegalia e elevacdo do nivel de enzimas
hepéticas. O paciente 8325, quando submetido a um exame complementar aos 2 meses de

idade, também apresentou elevagdo de marcadores de necrose muscular.
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Em relagéo ao gene ACTG2, este possui um papel conhecido na codificacdo de uma
actina (actin gamma-enteric smooth muscle) importante na manutencdo da estrutura de
musculos lisos entéricos. Mutagdes nesse gene foram evidenciadas em associacdo com
miopatia visceral, pseudo-obstrucdo intestinal crénica e megacistis (MILUNSKY et al.,
2017). Porém, ndo foi diagnosticado no presente caso henhuma alteracdo relacionada com tais
patologias.

Mutacdes recessivas no gene BOLA3 (bolA-like protein 3) estdo associadas a disfuncoes
mitocondriais, posto que BOLAS3 possui um papel crucial no sistema de transporte de elétrons
e clusters de ferro-enxofre (Fe — S) indispensaveis ao amadurecimento de complexos
protéicos relevantes nas cadeias respiratorias mitocondriais. Nishioka et al. (2018) descrevem
uma paciente com cardiomiopatia hipertréfica, atraso no desenvolvimento, dificuldades em se
alimentar, atrofia nas fibras musculares esqueléticas, lesbes no cérebro e medula espinhal,
entre outras anomalias. Os pesquisadores atribuiram tais alteracBes a presenca de uma
mutacdo em homozigose em BOLAS3, enfatizando a importancia de alelos normais desse gene
para o devido funcionamento de vias biossintéticas de enzimas e lipideos. Além desta
investigacdo, outra pesquisa evidenciou que mutacdes nesse gene podem causar atrofia optica,
leucodistrofia, neurodegeneracdo pos - desenvolvimento normal, cardiomiopatia, surdez e
niveis elevados de alanina e lactato no sangue (BAKER et al., 2014).

Outro gene de importancia clinica nessa regido de AOH em nosso paciente é CYP26B1.
Este gene codifica um membro da superfamilia do citocromo P450, tendo papel na regulacéo
da sintese de colesterol, esterdides e outros lipideos, especialmente acido retindico. Wen et al.
(2013) avaliaram pacientes com deficiéncia intelectual, atraso na linguagem, assimetrais
faciais, malformacdes nas orelhas, e anomalias craniofaciais. Estes pesquisadores destacaram
que a haploinsuficiéncia de CYP26B1 (por mutacGes ou por delecdes da regido que o envolve)
contribui para a manifestacdo de tais anomalias vistas em seus pacientes, dada a importancia
de vias em que o produto desse gene atua.

Por dltimo, o gene SMYD5 (membro da familia SMYD) é conhecido por atuar,
juntamente com outros membros de sua familia, na regulagdo do desenvolvimento e da funcéo
dos sistemas musculares cardiaco e esquelético, especificamente na organizacdo e
ajuntamento de miofibrilas que comp&em a estrutura desses masculos. Alguns membros dessa
familia, como o gene SMYD2, séo indispensaveis na adequada formacdo do coracdo em
camundongos (DU; TAN; ZHANG, 2014). Ademais, 0 gene SMYD?5 controla a atividade da
heterocromatina e a integridade cromossémica durante a diferenciacdo embrionaria de células

estaminais. Mutacfes que levam a deplecdo desse gene podem desregular a diferenciacdo
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embrionaria normal dessas células, influenciando até no crescimento de alguns tipos de cancer
na vida adulta (KIDDER et al., 2017).

Dado o contexto destes genes que se localizam na regido de AOH encontrada em nosso
paciente, cabe reforcar que sdo necessarias mais investigacfes (por exemplo, o
sequenciamento) para verificar se had a presenca de tais mutacbes em alguns dos genes
supracitados que estdo contidos na regido 2p13.2p12. Tal investigacdo adicional permitird
testar a hipdtese de que mutacdes nessa localizacdo gendmica podem estar associadas aos
sinais clinicos identificados no presente caso (incluindo a cardiopatia congénita), aléem de
identificar possiveis mutacdes em outros genes e/ou outros tipos de alteracbes genéticas ndo
detectadas pela CMA, visto que a perda em 1p36 ndo possui relagdo com o fen6tipo de nosso
paciente. Caso fossem identificadas mutacdes recessivas em alguns dos genes supracitados, 0s
genes SMYD5, ALMS1 e BOLA3 seriam plausiveis candidatos a possibilidade de relagdo com

a cardiopatia congénita em nosso paciente.

5.2 Paciente 8362

O paciente 8362 nasceu com multiplas malformacGes, incluindo a cardiopatia congénita.
Com as analises genéticas realizadas, tanto de sua amostra quanto as amostras de seus pais,
avaliamos que o material adicional presente no braco curto do cromossomo 18 tem origem em
uma translocacdo balanceada na mde. A mae do probando apresenta histérico de perdas
gestacionais recorrentes, devido a presenca da translocacdo balanceada entre 0s cromossomos
15 e 18. Quando consideramos 0 mecanismo que levou a heranca desequilibrada da
translocacdo balanceada da mée na geracdo do paciente 8362, podemos sugerir que 0
mecanismo de segregacdo adjacente-1 estd envolvido na forma como essa alteracdo foi
transmitida ao probando em questdo, visto que a heranca do cromossomo derivado 18
(contendo uma parte da regido distal de 15q) gerou o desequilibrio gendmico. Uma outra
possibilidade desbalanceada seria a heranca do cromossomo derivado 15 (contendo a regido
de 18p11.32p11.22), 0 que resultaria em trissomia parcial de 18p e monossomia parcial de
15025.2926.3. 0 que provavelmente resultaria em abortamento espontaneo.

A trissomia parcial de 159 e simultanea monossomia de 18p observadas no paciente
estdo relacionadas ao fenotipo apresentado pelo presente caso, havendo sobreposicdo clinica
com duas alteragdes citogendmicas j& descritas na literatura: sindrome de delecdo 18p ou
monossomia de 18p (OMIM 146390) e duplicacdo ou trissomia de 15q (foram consideradas

aqui as descricdes de duplicacdes que envolvem a regido de sobreposicdo com 15025.2(26.3,
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ja que alguns casos descritos na literatura com trissomias envolvendo 15q sdo proximais. Um
exemplo de uma sindrome envolvendo duplicagdo em 15g, mas sem relacdo e nem
sobreposicao a regido gendmica com o presente caso, € a sindrome de duplicacdo 15q11-g13,
conhecida por estar envolvida na susceptibilidade ao espectro do autismo).

Duplicagdes ou trissomias que envolvem a regido distal de 159 séo extremamente raras
e ha poucos casos descritos na literatura cientifica disponivel. H& diferencas entre os sinais
clinicos descritos nas publicacGes existentes, visto que abrangem por¢des cromossémicas
diferentes entre si e também alguns relatos de tetrassomia de 15¢. Apesar disso, evidencia-se
a presenca de sinais clinicos caracteristicos encontrados na maioria dos casos descritos, onde
destacam-se: crescimento excessivo pré e pés natal, malformacdes craniofaciais, facies
assimétricas e alongadas, nariz largo e proeminente, ponte nasal larga, filtro nasal longo,
micrognatia, cardiopatia congénita, entre outros (KRISTOFFERSON; BERGWALL, 1984;
SCHNATTERLY et al., 1984; TATTON-BROWN et al., 2009; KIM et al., 2011). Muitos dos
casos descritos envolvem, além da trissomia ou duplicacdo de 15¢g, uma monossomia
(maioritariamente) ou outra alteracdo genética de outros cromossomos. Ademais, um namero
consideravel de casos possui tal alteracdo em 15q devido a uma translocagdo balanceada em
um dos pais envolvendo o cromossomo 15 (TZANCHEVA; KRACHOUNOVA;
DAMJANOVA, 1981; KANEKO; KATABUCHI; MARUTA, 1986; SINGLA et al., 2014;
COX; BUTTLER, 2015), o que é algo em comum com o presente caso de nosso estudo. Desta
forma, o paciente 8362 apresenta sinais clinicos que se sobrepde com os casos de trissomia de
15q descritos na literatura cientifica.

O banco de dados Clinvar (NCBI) descreve 28 casos com duplicagcdes patogénicas que
se sobrepGem a regido duplicada de 15q do presente caso. Além disso, 172 pacientes com
ganhos gendmicos que também se sobrepdem ao presente caso sdo descritos no DECIPHER.
Destes, 3 ganhos sdo classificados como patogénicos e outros 10 como provavelmente
patogénicos. A figura 18 ilustra a comparagéo entre as duplicacfes de 12 casos (que possuem
pelo menos dois sinais clinicos relevantes em comum com 0 nosso caso) e a duplicacdo
encontrada no paciente 8362.

A duplicagdo em 15025.2026.3 encontrada no paciente 8362, revelada pela anélise de
CMA, contém 21 genes relevantes em possivel associagdo com o fenétipo apresentado pelo
presente caso. Deste total, 12 genes estdo relacionados, direta ou indiretamente, a processos
da cardiogénese ou em associagdo com fenotipos de CCs descritos na literatura. Estes Gltimos
sdo: ADAMTSL3 (OMIM 609199), MCTP2 (OMIM 616297), MEF2A (OMIM 600660),
MESP1 (OMIM 608689), MESP2 (OMIM 605195), NR2F2 (OMIM 107773), NTRK3
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(OMIM #191316), PCSK6 (OMIM 167405), PDESBA (OMIM 602972), IGF1R (OMIM
147370), CIB1 (OMIM 602293), ALPK3 (OMIM 617608) e UNC45A (OMIM 611219).

O gene ADAMTSL3 (ADAMTS-like protein 3) codifica uma proteina envolvida em
processos de metabolismo de proteinas, sendo parte de um grupo de peptidases. Este gene néo
estd descrito na literatura cientifica como tendo uma relagdo direta com o0 processo de
cardiogénese, mas em associagcdo com pacientes que apresentaram CCs e duplicagdo de 15q
simultaneamente. Hall et al. (2003) demonstraram, por analises de Northern blot, que o gene
ADAMTSL3 ¢ altamente expresso em tecidos hepaticos, renais, musculares esqueléticos e
cardiacos, além de desempenhar um possivel papel na angiogénese (formacdo de novos vasos
sanguineos). Unindo esta Ultima evidéncia com malformacgbes cardiacas congénitas
encontradas em pacientes com tetrassomia de 15g (com sobreposi¢do genémica ao presente
caso), Xu et al. (2014) e George-Abraham et al. (2012) proporam uma explanacéo de que o
aumento na dosagem de ADAMTSL3 (devido ao aumento de seu numero de coOpias
gendmicas) pode estar relacionado a patogénese da malformacdo cardiaca observada,
colocando tal gene como um componente a ser melhor investigado em pesquisas futuras.

O gene MCTP2, responsavel por codificar a proteina multiple C2 and transmembrane
domain-containing protein 2, é descrito por ter um papel na ligacdo de ions calcio e em
processos do desenvolvimento embrionario. Mais especificamente, foi evidenciado por estar
diretamento relacionado a processos da cardiogénese, sendo relevante no desenvolvimento de
vias de saida do coracdo. Uma investigacdo analisou pacientes com coarctacdo da aorta,
sindrome do coracdo esquerdo hipoplasico e defeitos obstrutivos nas vias de saida esquerdas
do coracdo. Além disso, utilizaram embriGes do organismo-modelo Xenopus laevis para
verificar o efeito da alteracdo de dosagem do gene MCTP2 no desenvolvimento das vias de
saida cardiacas. Os resultados evidenciaram que o0 gene em questdo € sensivel a alteracdo de
sua dosagem, corroborando a evidéncia de que uma superexpressdo pode levar a
malformacdes nas vias de saida cardiacas. Ademais, os pacientes com CCs investigados
apresentaram duplicacdes intragénicas em MCTP2 (LALANI et al., 2013). Estas evidéncias
caracterizam as alteracdes na expressdo desse gene como relacionadas ao surgimento de CCs,
colocando-0 como mais um candidato a causalidade de CC em nosso paciente.

Associado com diversos processos celulares ligados ao desenvolvimento embrionario
do tecido muscular, diferenciacdo neuronal, controle do crescimento celular e apoptose, o
gene MEF2A é responsavel por codificar um fator de transcricdo denominado myocyte
enhancer factor 2A. Esse gene estd ligado também ao processo da cardiogénese, sendo

integrante da rede de genes que modula o conjunto de fatores transcricionais ligados ao
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transcriptoma do desenvolvimento cardiaco (SCHLESINGER et al., 2011). Ademais, estudos
utilizando knockdown desse gene em camundongos sugeriram um relevante papel de MEF2A
na manutencéo de miofibrilas cardiacas na citoarquitetura de cardiomidcitos, demonstrando a
relevancia desse gene para a integridade estrutural cardiaca (PENG et al., 2008; EWEN et al.,
2011). MutagOes nesse gene podem gerar também, por exemplo, doenga arterial coronariana
(BHAGAVATULA et al.,, 2004). Estas evidéncias colocam o gene em questdo no rol de
candidatos ao surgimento de alteracfes estruturais cardiacas congénitas.

Entre os primeiros genes que comecam a atuar no processo inicial de diferenciacdo
embrionaria cardiaca esta MESP1 (Mesoderm Posterior BHLH Transcription Factor 1). Este
gene possui 0 papel de controlar a velocidade, polaridade e direcionalidade da migracdo de
células progenitoras cardiacas (CHIAPPARO et al., 2016), regulando também outros genes
envolvidos na especificacdo de células cardiacas e sua migracdo (LESCROART et al., 2018;
CUNNINGHAM et al., 2017; KELLY, 2016). Mutacdes em MESP1 estdo associadas a
etiologia genética de CCs (WERNER et al., 2016). Membro da mesma familia, o gene
MESP2 também é crucial na cardiogénese desde o seu inicio na mesoderme, atuando junto
com MESP1 (KITAJIMA et al., 2000). Estas evidéncias, em conjunto, reforcam a tese de que
alteracdes na dosagem desses genes (como na duplicagdo ocorrida em nosso paciente) podem
influenciar no desenvolvimento estrutural cardiaco, ja que eles atuam em momentos cruciais
da diferenciacdo cardiaca e ainda interagem com diversos outros genes. Corroborando com
esta prerrogativa, Xu et al. (2014) e George-Abraham et al. (2012), ao descrever pacientes
com tetrassomia de 15q, apontaram a duplicacdo desses genes como relacionada as CCs.

O gene NR2F2 (Nuclear Receptor Subfamily 2 Group F Member 2) codifica um fator de
transcricdo envolvido na regulacdo de muitos genes e que Sse caracteriza por ser um receptor
nuclear, estando relacionado a vias de diferenciacdo ectodérmica e regulacdo da telomerase.
Muitas investigacGes tém evidenciado alteracfes genéticas envolvendo esse gene como uma
das causas no surgimento de CCs. MutacGes que levam a perda de funcdo génica (loss-of-
function) tém sido associadas a predisposicdo para o desenvolvimento de CCs
(BASHAMBOO et al., 2018; QIAO et al., 2017). Ja no caso de delecBes que envolvem
NR2F2, foi evidenciado que a haploinsuficiéncia do gene causa malformacdes cardiacas e
hérnia diafragmatica congénitas (BRADY et al., 2013). Adicionalmente, esse gene é atuante
na diferenciagdo de células cardiacas através de down -regulation de outros genes (PURSANI
et al., 2017), levando-nos a pensar que a dosagem do produto génico de NR2F2 pode
influenciar na maneira como outros genes séo regulados por ele. Li et al. (2017) e Al Turki et

al. (2014) realizaram sequenciamento em pacientes com CCs e detectaram mutacgdes e
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variantes raras envolvendo o gene NR2F2, evidenciando-o como relacionado ao
desenvolvimento de CCs.

Quanto ao gene NTRK3 (Neurotrophic Receptor Tyrosine Kinase 3), Werner et al.
(2014) destacaram a sua importancia no desenvolvimento normal do coracdo em modelos
animais. Em um estudo com 467 pacientes com defeitos do septo ventricular (comunicagdes
interventriculares), os pesquisadores encontraram mutacGes missense em NTRK3 de alguns
casos e correlacionaram tal alteracdo com o desenvolvimento de defeitos nos septos
ventriculares. Além do envolvimento com a cardiogénese, esse gene também possui um papel
no desenvolvimento e plasticidade neuronais, atuando no crescimento dendritico e
ramificacdo das células de Purkinje em camundongos (JOO; HIPPENMEYER; LUO, 2014).

Descrito por Flaquer et al. (2013) como um novo loci relacionado as CCs, o gene
PCSKG6 esta envolvido na interacdo com outros genes durante a formacgdo do segundo campo
cardiaco, importante para a septacdo atrial do coragdo em desenvolvimento. Desta forma,
evidéncias experimentais colocaram alteracfes em tal gene como associadas as malformacGes
nos septos atriais (comunicac@es interatriais) (ZHANG et al., 2016), uma alteracdo detectada
no paciente 8362 (CIA) em nossa investigacao.

No que se refere aos genes PDE8SA, UNC45A, IGF1R, CIB1 e ALPK3, destacam-se,
respectivamente, as seguintes relacbes com a cardiogénese e CCs: regulacdo ibnica e
acoplamento de excitabilidade-contragdo em cardiomiocitos (PATRUCCO et al., 2010);
formacdo dos arcos aorticos (ANDERSON et al., 2007); proliferacdo e regeneracdo de
cardiomidcitos (GAN et al., 2015); hipertrofia cardiaca patoldgica devido a superexpressdo do
gene (HEINEKE et al., 2009); e mutacGes no gene que levam a cardiomiopatia congénita e
dismorfismos (CAGLAYAN et al., 2017; VAN SLIGTENHORST et al., 2012), além de
atuacdo na diferenciacdo de cardiomiocitos (HOSODA et al., 2001).

Dentro dos genes expostos acima, apesar de terem relacdo com algum tipo de CC ou
com processos da cardiogénese, vale ressaltar que o paciente 8362 possui também uma CIV
(além da CIA) e o gene descrito na literatura cientifica em associagéo direta com defeitos do
septo interventricular € NTRK3, ndo desconsiderando o envolvimento dos outros genes
supracitados com o surgimento de CC em nosso paciente.

O paciente 8362 também apresentou deficiéncia intelectual e ventriculomegalia lateral e
do terceiro ventriculo. Além dos genes envolvidos com a cardiopatia congénita, a duplicacédo
em 15025.20926.3 também abrangeu outros genes com relevancia clinica e associacdo com o
sistema nervoso. Sao eles: LINS1 (OMIM 610350), NGRN (OMIM 616718), POLG (OMIM
174763), RGMA (OMIM 607362), ST8SIA2 (OMIM 602546) e KIF7 (OMIM 611254). O
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envolvimento desses genes com o sistema nervoso central esta evidenciado, respectivamente,
por: desempenhar papel crucial na cognicdo humana e em vias de sinalizagdo do
desenvolvimento do cérebro e de sua fungdo (AKAWI et al., 2013), além de ser candidato a
causalidade de deficiéncia intelectual (NAJMABADI et al., 2011); atuar no desenvolvimento
do tubo neural (YU et al., 2017); expressdo do gene durante o desenvolvimento do eixo neural
(OLDEKAMP et al., 2003), havendo associagdo com o surgimento de deficiéncia intelectual
quando deletado (CAPELLI et al., 2011); promover a diferenciacdo de oligodendrdcitos e da
integridade da mielina e axénios (SZEWCZKY et al, 2016); mutacGes nesse gene estarem
envolvidas na etiologia genética das sindromes hidroletal (OMIM 236680) e acrocalosal
(OMIM 200990) (ALl et al., 2012; PUTOUX et al., 2010).

Os sinais clinicos apresentados pelo paciente 8362, como exposto nos paragrafos
anteriores, possuem relevante sobreposi¢cdo com o ganho genémico em 15925.2¢26.3. Porém,
ndo explicam todo o fendtipo clinico identificado no paciente. Além da duplicacgdo, o paciente
apresentou uma perda gendémica no braco curto do cromossomo 18. A delecdo em
18p11.32pter se sobrepde consideravelmente com a conhecida Sindrome de Delecdo 18p (ou
Monossomia de 18p, OMIM 146390). Os sinais clinicos descritos para esta sindrome de
delecéo incluem: atraso global do desenvolvimento, dismorfismos craniofaciais com um rosto
arredondado, ouvidos displésicos, boca grande e com anomalias nos dentes, além de
anomalias congénitas nas costelas, genitais, cérebro, olhos e coragdo (TURLEAU, 2008).
Wester et al. (2006) examinaram 7 pacientes com delecbes em 18p e verificaram que a
delecdo mais proxima do centrdmero (18pll1.2) causou uma severidade maior na
manifestacdo de deficiéncia intelectual, enquanto dele¢cdes mais distais estavam associadas a
auséncia de deficiéncia intelectual ou a sua manifestacdo de forma moderada. Além disso, seis
dos sete pacientes apresentaram hipotonia muscular.

Héa cerca de 47 perdas genémicas patogénicas descritas no ClinVar com sobreposicao a
regido de nosso paciente. Além disso, o DECIPHER apresenta 123 pacientes com delecdes
nessa regido, onde 26 sdo classificadas como patogénicas e, dentre estas, 9 apresentaram
cardiopatia congénita. A figura 19 ilustra a comparacao entre as deleces de 21 casos (que
possuem pelo menos dois sinais clinicos relevantes em comum com 0 nossoO caso) e a perda
gendémica em 18p11.32p11.21 encontrada no paciente 8362.

A regido deletada no paciente 8362 apresenta 40 genes, e entre estes trés estdo bem
caracterizados quanto & haploinsuficiéncia e relacionados a alteragdes recessivas: TGIF1
(OMIM 602630), LPIN2 (OMIM 605519) e LAMAL (OMIM 150320). Além destes, outros
genes sdo relevantes clinicamente: ADCYAP1 (OMIM 102980), DLGAP1 (OMIM 665445),
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MTCL1 (OMIM 615766), MYOM1 (OMIM 603508), RAB12 (OMIM 616448), SMCHD1
(OMIM 614982), THOC1 (OMIM 606930) e TYMS (OMIM 188350).

O gene TGIF1 codifica um repressor transcricional que pode inibir a expressao de
outros genes ligando-se diretamente ao DNA. Mutacbes nesse gene que levem a perda de
funcdo podem gerar holoprosencefalia em humanos, sendo um gene importante durante o
desenvolvimento embrionario (MELHUISH; TANIGUCHI; WOTTON, 2016; TANIGUCHI
et al., 2012; POWERS et al., 2010). Apesar de ndo apresentar holoprosencefalia, o presente
caso possui dismorfismos craniofaciais, evidenciados pelas assimetrias faciais e pelos
resultados de exames de imagem por ressonancia magnética do cranio.

Abu-Amero et al. (2010) investigaram uma paciente com delecdo em 18p e que
apresenta caracteristicas semelhantes ao do paciente 8362. Os sinais clinicos dessa paciente
gue estdo em sobreposi¢cdo com 0 nosso paciente sdo: deficiéncia intelectual, dismorfismos
faciais e ventriculomegalia lateral e do terceiro ventriculo. Os pesquisadores deste trabalho
destacam que a haploinsuficiéncia dos genes ADCYAP1 e LPIN2 (ocasionada por suas
delecdes) explicam, parcialmente, o fenotipo de ventriculomegalia lateral e do terceiro
ventriculo, o que vai de encontro ao paciente de nosso estudo. Quando analisamos as funcdes
desses dois genes, constatamos que as suas relagdes com o desenvolvimento e maturacdo do
cérebro humano sdo cruciais para a adequada diferenciacdo estrutural desse 6rgdo (ABU-
AMERO et al., 2010). Além dessa relagdo com o aspecto neuroldgico, o gene LPIN2 possui
também uma forte relacdo com processos fisioldgicos do figado (PETERFY et al. 2001).
Entretanto, ndo foram observadas alteracdes hepaticas no paciente 8362.

No que se refere ao gene LAMAL, ele é conhecido por desempenhar um papel no
desenvolvimento do cerebelo, além de possuir expressao génica consideravel em membranas
epiteliais de tecidos especificos como tdbulos seminiferos, rins, tireoide, glandulas
mamarias/salivares, cérvix e estroma endometrial (HENG ET AL., 2011; VIRTANEN et al.,
2000). Mutagdes nesse gene estdo associadas com displasia cerebelar e cistos com ou sem
distrofia na retina (ALDINGER et al., 2014). Sun et al. (2018) descrevem uma paciente com
delecdo em 18p e que possui as seguintes alteracfes: anomalias craniofaciais, deficiéncia
intelectual e baixa estatura. Correlacionando genotipo-fendtipo, os autores atribuiram as
alteracdes clinicas observadas a delecbes de trés genes, entre eles LAMAL. Devido a
haploinsuficiéncia desse gene, a delecdo que o envolve no paciente 8362 compde, muito
possivelmente, a lista de genes que estdo envolvidos com as alteracBes neuroldgicas

observadas no paciente.



92

O gene DLGAP1 estd envolvido com funcbes ligadas ao sistema nervoso central,
havendo pesquisas que corroboram alteracbes nesse gene como associadas a doencas
neuroldgicas (RASMUSSEN; RASMUSSEN; SILAHTAROGLU, 2017). Coba e
colaboradores (2018) realizaram o knockout desse gene em camundongos e constataram que
estes apresentaram alteracbes na densidade pds-sindptica e consequente reducdo de
sociabilidade. Além disso, Rasmussen e colaboradores (2017) destacam que DLGAP1 pode
estar envolvido, dentre varios outros loci, no desenvolvimento de esquizofrenia e outras
alteracdes neurologicas.

Em relacdo ao gene MTCL1 (microtubule crosslinking factor 1), ele é conhecido por
atuar na dinamica de regulacdo de estruturas do citoesqueleto celular conhecidas como
microtUbulos (polimeros indispensaveis a diversas fungdes celulares). Satake e colaboradores
(2017) realizaram uma investigacdo onde evidenciaram que esse gene € expresso em células
do sistema nervoso chamadas de “células de Purkinje”, sugerindo que este gene ¢ importante
nas vias de desenvolvimento do sistema nervoso ao atuar ndo apenas na diferenciacdo do
segmento inicial axdnico destas células, mas também na funcdo de outras células neuronais. O
paciente de nosso estudo apresentou deficiéncia intelectual, e apesar de ndo termos uma
evidéncia diretamente ligada ao fator cognitivo, a delecdo de um dos alelos do gene MTCL1
(e de outros genes supracitados que estdo relacionados ao sistema nervoso) pode contribuir
possivelmente com a disrupcdo do funcionamento normal neuroldgico.

O paciente 8362 também apresentou hipotonia. Dentre os genes localizados na regiao
deletada de 18p11.32p11.22 que estdo associados a disfungdes neuromusculares, podemos
destacar MYOML1 e RAB12. O primeiro codifica a proteina myomesin 1, componente estrutural
importante de miofibrilas do tecido muscular. Nasir e colaboradores (2016) investigaram uma
mée e um filho com distonia (doenca caracterizada por contraces musculares anormais e
repetitivas, podendo também apresentar posturas rigidas), e verificaram que ambos
apresentaram delecdo em 18p, envolvendo o gene MYOML1. Dentro desses resultados, eles
sugeriram a delecdo desse gene como uma das causas a manifestacdo da patologia, visto que
MYOML1 esta envolvido no desenvolvimento muscular.

O gene RAB12 (Member RAS Oncogene Family) codifica proteinas que sdo
reguladoras-chave em processos de trafego molecular em membranas intracelulares, desde a
formacgdo de vesiculas de transporte até a sua fusdo com membranas. Em investigacédo
realizada por Hebert e colaboradores (2017), encontra-se a descricdo de mutacGes missense
em RAB12 em associa¢do com distonias, enquadrando tal gene como mais um candidato a

etiologia genetica desta alteracao.
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No que se refere ao gene SMCHD1 (Structural Maintenance Of Chromosomes Flexible
Hinge Domain Containing 1), sua funcdo esta envolvida em vias que mediam a metilacdo de
um conjunto de ilhas CpG, apresentando uma funcgéo crucial em mecanismos de regulacéo
epigenética (JANSZ et al., 2017; MASON et al., 2017). MutacGes nesse gene tém sido
associadas a distrofia facio-escépulo-umeral (DFEU) e & arinia (Bosma) (GORDON et al.,
2017; SHAW et al., 2017). Adicionalmente, outros trabalhos destacaram a haploinsuficiéncia
do gene SMCHD1 em associacdo com a etiologia genética da DFEU (DE GREEF et al.,
2018), incluindo casos com monossomia de 18p (BALOG et al., 2018).

O gene THOCL1 (THO Complex 1) faz parte de um complexo que atua no transporte de
RNAs que possuem a adicdo de poliadeninas. Wang e colaboradores (2006) realizaram uma
pesquisa onde houve a geracdo e a caracterizacdo fenotipica de camundongos com um alelo
nulo do gene THOCL1 (também chamado de HPR1 e P84). Os camundongos com uma delecéo
heterozigota ndo apresentaram fendétipo distinguivel dos tipos selvagens, enquanto os animais
com uma delecdo homozigota do gene ndo sobreviveram, indicando que THOCL1 é requisito
para 0 desenvolvimento embrionario normal. Como o paciente 8362 apresentou uma delecédo
heterozigota, ndo € possivel atribuir a delecdo desse gene as suas anomalias congénitas.

Por Gltimo, o gene TYMS (Thymidylate synthetase) codifica um cofator que atua na
catalisacdo da metilacdo de determinadas moléculas associadas ao reparo e replicagdo do
DNA. Polimorfismos nesse gene podem estar associados a neoplasia (como no cancer de
mama, por exemplo) e resposta a quimioterapicos, além de serem descritas associacfes a
cardiomiopatia nesse contexto (SAIF; SMITH; MALONEY, 2016). Além disso, Lupo e
colaboradores (2011) associam mutacBes nesse gene com um possivel risco de se desenvolver
defeitos cardiacos congénitos conotruncais. Dentre 0s genes com delecdo heterozigota em
18p11.32p11.22, apenas TYMS apresentou uma relacdo com CCs, apesar deste envolvimento
ainda n&o estar claro.

Os genes discutidos acima apresentam relevancia clinica e mostraram alguma relagéo
com alteragdes clinicas do paciente 8362, principalmente as alteracbes que envolvem as
malformacdes cardiacas congénitas, o sistema nervoso central e o sistema muscular. Contudo,
nosso paciente apresentou alteragdes com as quais ndo foi possivel associar algum gene:
asplenia e ptose renal. Quando avaliamos os casos de trissomia parcial de 15q (envolvendo a
regido distal) e monossomia de 18p disponiveis na literatura cientifica, ndo encontramos
algum caso que tenha, entre as anomalias congénitas apresentadas, associacdo com asplenia.

Serd esta alteracdo resultante da combinagdo (ainda ndo bem compreendida) simultanea de



94

uma trissomia parcial de 15q e uma monossomia parcial de 18p? S&o necessarias mais
investigacOes acerca desse panorama.

Ao analisarmos a literatura, constatamos outros casos descritos envolvendo perdas e
ganhos genémicos resultantes de uma translocacdo balanceada entre os cromossomos 15 e 18
ou com translocacdo similar de novo. Entre os trabalhos encontrados, destacam-se casos que
resultaram em: monossomia de 18p (ADACHI; HAYASHI, 1981; GARCIA-ESQUIVEL et
al., 1987); delecdes em 1522, 15pter e 18p1l (KIEFER et al., 2010); translocacéo entre 15 e
18, mas de forma maioritariamente balanceada (reciproca) (FREDGA, 1967); monossomia de
18q (SCOTT et al., 1973); delecdo de 15pter-15q11.2 e 18g23-18qgter (LECLERCQ et al.,
2010); trissomia parcial de 15pter-q13.3 e de 18g23-gqter (CALZOLARI et al., 1996); e
cromossomos dicéntricos envolvendo um complexo mosaicismo com translocacdo entre 15 e
18 (BOVA; SINGH-KAHLON; SERRA, 1977). Portanto, apesar do mecanismo de
translocacdo balanceada (ou ndo balanceada) envolvendo os cromossomos 15 e 18 estar
descrito em outros casos na literatura cientifica, a combinacdo resultante caracterizada por
simultanea trissomia parcial de 150925.2926.3 e monossomia parcial de 18p11.32p11.22 nao
foi encontrada na literatura até o momento. Além disso, este €, a0 nosso conhecimento, 0
primeiro caso que define por CMA as alteragdes simultaneas de 15¢q e 18p.

Vale ressaltar, por fim, que sdo necessarias mais investigacdes a fim de estabelecer uma
correlacdo genoétipo-fendtipo mais ampla e mais robusta, visto que ha varios outros fatores
genéticos (por exemplo, RNAs ndo codantes, regulacdo epigenética, mutacdes pontuais, entre
outros) e ambientais que podem estar subjacentes a etiologia das anomalias congénitas
apresentadas pelos pacientes investigados. Ademais, apesar de existir envolvimento de genes
especificos nas alteracdes fenotipicas apresentadas pelo paciente 8362 no presente estudo, é
relevante considerar o sinergismo existente entre as diversas redes de interacdes génicas e
proteicas em processos do desenvolvimento. Isto abre novas perspectivas de investigacao
sobre a etiologia genética de tais anomalias congénitas (incluindo as CCs), utilizando anélises
in silico (por exemplo, biologia de sistemas) aliadas as investigagdes moleculares como o

seguenciamento de exoma e outras.
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6. CONCLUSOES

1. A etiologia genética das CCs dos pacientes analisados neste trabalho ndo estd

relacionada a microdele¢Ges/microduplicacfes na regido cromossomica 22911.2;

2. O CMA permitiu a caracterizacdo de desequilibrios citogendmicos presentes em dois
pacientes. No paciente 8325 foram caracterizadas uma perda gendmica em 1p36.11, além de
uma auséncia de heterozigosidade (AOH) em 2p13.2pl2. No paciente 8362 foram
caracterizados um ganho genémico em 15025.2026.3 e uma perda genébmica em
18p11.32p11.22;

3. No paciente 8325, a perda gendbmica em 1p36.11 tem tamanho de 159,11 kb e contém
4 genes RefSeq. A AOH em 2p13.2p12 tem 3,024 Mb e abrange 45 genes RefSeq, indicando
uma dissomia uniparental (UPD). Ja no paciente 8362, 0 ganho gendmico em 15q25.2026.3
possui um tamanho de 18,4 Mb e abrange 124 genes RefSeq, e a perda em 18p11.32p11.22
contém 40 genes RefSeq e uma extensdo fisica de 8,7 Mb;

4. Em relacdo ao paciente 8325, a delecdo em 1p36.11 é benigna. Ja a auséncia de
heterozigosidade (AOH) indica uma dissomia uniparental, ndo havendo ainda uma evidéncia
clara desta alteracdo com a etiologia genética de CC e das alteracBes extracardiacas
observadas. Porém, a AOH nos forneceu possiveis genes que, em presenca de mutacoes
recessivas, podem contribuir para o fenétipo clinico observado, direcionando a investigacdes
futuras por meio do sequenciamento. No que tange ao paciente 8362, a duplicacdo em
15025.2026.3 e a delecdo em 18p11.32p1l1.22 s&o patogénicas. Ambas envolvem genes
sensiveis a alteracdo de dosagem. Portanto, o componente genético “desequilibrio

citogendmico” esta subjacente a etiologia genética das alteragdes observadas neste paciente;

5. Os desequilibrios citogendmicos identificados no paciente 8362 contém genes
candidatos a etiologia genética de CC. O ganho gendmico em 15025.2¢26.3 engloba 13 genes
que possuem associacdo com a cardiogénese e CCs, a saber: ADAMTSL3, MCTP2, MEF2A,
MESP1, MESP2, NR2F2, NTRK3, PCSK6, PDES8A, IGF1R, CIB1, ALPK3 e UNC45A. A

perda em 18p11.32p11.2 envolveu apenas um gene possivelmente relacionado a CC: TYMS;

6. As alteracdes neuroldgicas observadas no paciente 8362 podem ser parcialmente
atribuidas ao desequilibrio citogendmico em 15025.2026.3, envolvendo os genes LINS1,
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NGRN, POLG, RGMA, ST8SIA2 e KIF7. A perda gendémica em 18p11.32p11.22 abrangeu
genes haploinsuficientes e relacionados a alteracbes recessivas, tendo MYOMle RAB12
envolvidos com a hipotomia muscular, e 6 genes relacionados com as alteracdes neuroldgicas:
TGIF1, ADCYAPL, LPIN2, DLGAP1, MTCL1 e LAMAL.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagdo de Variagdo do Numero de Cépias Genémicas em Pacientes com
Cardiopatias Congénitas

Pesquisador: THARSIS GABRYEL GOMES

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

Versdo: 1

CAAE: 67186817.9.0000.5411

Instituicdo Proponente: Departamento de Genética
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.048.352

Apresentacao do Projeto:

As Cardiopatias Congénitas s&o as malformagdes congénitas mais comuns e afetam de 1% a 2% da
populagao no Brasil e no mundo, sendo a principal causa nao infecciosa de morte na infancia. Cerca de
27% dos recém-nascidos que v@o a 6bito devido a defeitos do nascimento apresentam anomalias
cardiovasculares, contribuindo com aproximadamente 25% de todas as anormalidades congénitas humanas.
As Cardiopatias Congénitas surgem devido ao desenvolvimento anormal do coragao induzido por fatores
ambientais, genéticos, epigenéticos, estocasticos ou pela combinacao destes. Embora a etiologia de muitas
Cardiopatias Congénitas permanega desconhecida, os recentes avangos na tecnologia gendémica e sua
aplicacdo em grandes grupos de pacientes levaram a uma melhor compreensédo das anomalias genéticas
especificas que fundamentam as
Cardiopatias Congénitas, dentre elas as mutagdes de novo e variagdo do numero de cépias (CNVs). Como
a utilizacao de testes genéticos e o numero de genes a ser testado na doenga cardiovascular congénita
estdo se expandindo, a detecgdo de multiplas variantes raras (CNVs) em um individuo se torna mais
factivel.

Metodologia: Os individuos que faréo parte deste trabalho serao recrutados no Ambulatério de
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Cardiologia Pediatrica do Hospital das Clinicas da UNESP. Ser&o investigados 150 individuos, sendo 50
pacientes diagnosticados com Cardiopatias Congénitas (25 sindrémicos e 25 ndo sindrémicos), mais as
amostras de pai e mae biologicos de cada paciente (100 individuos). Os individuos serao atendidos por um
médico cardiologista no Ambulatério de Cardiologia Pediatrica do HCFMB, onde também serao realizados
exames subsidiarios, tais como eletrocardiograma, ecocardiograma, além da descrigdo clinica dos
pacientes. Serdo colhidos 6 ml de sangue no Servigco de Aconselhamento Genético (SAG), do Instituto de
Biociéncias de Botucatu (IBB) - UNESP, a fim de realizar as analises genéticas. O DNA gendmico sera
obtido a partir desse volume de sangue, seguindo protocolo do fabricante (QIAGEN). As amostras serdo
guantificadas e terao suas integridades analisadas por gel de eletroforese. Posteriormente, serao
submetidas a andlise da técnica de MLPA, a fim de fazer uma triagem para possiveis dele¢des na regido
gendmica 22q11.2 (uma regiao conhecida

por estar relacionada a cardiopatias congénitas). Seguidamente, sera realizada uma analise em uma
plataforma de CMA (Analise Cromossdmica por Microarrays), com o objetivo de verificar as possiveis
variagdes no numero de cépias (CNVs) gendmicas em todo o genoma dos pacientes selecionados. Essas
variagoes incluem microdele¢des e microduplicagdes. Apods isso, as CNVs encontradas serdo analisadas e
classificadas,

mediante andlise de bancos de dados publicos, em: benignas (polimorfismos); provavelmente benignas;
provavelmente patogénicas; patogénicas ou de significado clinico incerto (VOUS).

Critério de Inclusao: Pacientes com Cardiopatias Congénitas sindrémicas (nao bem estabelecidas e com
caridtipo normal) e nao sindrdmicas; Disponibilidade dos pais em participar do

estudo (trio: pai, mée e paciente); Concordancia e Assinatura do TCLE pelos pais e/ou responséveis e
assentimento (TALE) para maiores de 12 anos.

Critério de Exclusédo: Pacientes com Cardiopatias Congénitas associadas a sindromes bem estabelecidas
(ex. Down, Williams...) ja elucidadas por outros exames; Indisponibilidade de um dos pais bioldgicos; Nao
concordancia na assinatura do TCLE ou do Termo de Assentimento.

Obijetivo da Pesquisa:

Objetivo Primério: investigar as alteracdes genémicas submicroscépicas, aplicando as técnicas de MLPA e
Analise Cromossdmica em Microarranjos (CMA), em uma amostra de pacientes diagnosticados com
Cardiopatias Congénitas sindrémicas e nao sindrémicas do Estado de Sao Paulo.
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Obijetivos Secundarios: realizar triagem para dele¢des na regido 22q11.2; identificar as CNVs em todo o
DNA gendmico dos pacientes selecionados; classificar as CNVs

encontradas quanto a patogenicidade; estabelecer as CNVs potencialmente associadas as Cardiopatias
Congénitas nos pacientes estudados; determinar a origem das CNVs encontradas; caracterizar a extensédo
fisica e o0 numero de genes presentes em cada CNV; relatar os genes que possam estar envolvidos com os
fenétipos de Cardiopatias Congénitas observados, mediante anélise de bancos de dados publicos.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: a coleta de sangue pode gerar algum desconforto fisico, podendo ocorrer uma mancha roxa
(hematoma) na regido da coleta que desaparece bem rapidamente. Podera ser sugerido aos pacientes por
meio do profissional responsavel pela coleta, em casos onde haja hematoma, a aplicagao de uma pomada
(por ex. TromboFob) no local, a fim de contribuir no desaparecimento de possiveis hematomas.

Beneficios:a investigagdo molecular proposta para as amostras de DNA gendémico dos pacientes trara
resultados de um diagnéstico molecular mais preciso e mais detalhado das possiveis alteragdes que essas
amostras podem conter. Em casos onde os resultados dessas técnicas moleculares modernas sejam
claramente associados aos fenétipos de cardiopatias congénitas dos pacientes, e também em casos onde
haja resultados positivos para delegdes na regido gendémica 22q11.2, seré elaborado um aconselhamento
genético apropriado aos pacientes e seus pais biolégicos pelo responsavel do Servico de Aconselhamento
Genético (SAG) do Instituto de Biociéncias de Botucatu - UNESP. Esse aconselhamento tem por objetivo
informar aos pacientes e seus familiares sobre a natureza, a heranga e as implicagdes genéticas dessas
alteragbes com o intuito de auxilia-los a respeito dos cuidados médicos e os riscos para as futuras geragoes.
Além disso, permitira a geragao de conhecimento sobre a condi¢cdo de variantes genéticas que possam
estar relacionadas as cardiopatias congénitas em uma amostra da populagao brasileira.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta objetivos claros, metodologia bem descrita, com critérios de inclusao e de exclusédo
bem definidos, avaliacdo de riscos e beneficios, sendo de relevancia clinica.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacédo obrigatdria:
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Termos de apresentagéo obrigatoria:

- Folha de rosto: preenchida corretamente;

- Termo de Anuéncia Institucional: preenchido corretamente;

- Declaragao de ciéncia e autorizacéo do Servigo de Aconselhamento Genético: anexado;

- Declaragao de ciéncia e autorizagdo do Departamento de Genética do Instituto de Biociéncias/UNESP:
anexado;

- Regulamento Funcional do Biorrepositério: preenchido corretamente;

- Informagdes bésicas do projeto e projeto completo: adequados e completos;

- TCLE e TALE: elaborados na forma de convite, linguagem clara, explica os objetivos da pesquisa e os
procedimentos que serdo realizados, garante o sigilo, descreve os riscos e beneficios, apresenta telefones,
emails dos pesquisadores e telefones, endereco e horarios de funcionamento do Comité de Etica em
Pesquisa da FMB - UNESP;

- Cronograma de execugao: adequado, programado para iniciar em 19/06/2017.

Recomendacdes:

Apresentar Relatério Final de Atividades ao final da execugio da presente pesquisa.

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

Aprovado sem pendéncias

Consideracées Finais a critério do CEP:
Projeto de Pesquisa APROVADO, deliberado em reuniao ORDINARIA do CEP de 04 de Maio de 2.017,
sem necessidade de envio a CONEP.

O CEP, no entanto, solicita aos pesquisadores que apés a execugao do projeto em questao, seja enviado
para andlise o respectivo “Relatério Final de Atividades”, o qual devera ser enviado via Plataforma Brasil na
forma de “NOTIFICAGAO”.

0OBS: LEMBRAMOS QUE A PRESENTE PESQUISA SOMENTE PODERA SER INICIADA APOS DIA

04/05/2017 — DATA DA APROVACAO DO CEP.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 13/04/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 872629.pdf 17:20:29
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Declaragéo de anuencia_eap.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Instituicao e 17:18:51 |GOMES

Infraestrutura

TCLE/ Termos de [tcle_maiores_18.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Assentimento / 17:18:34 |GOMES

Justificativa de

Auséncia

TCLE/Termos de [tcle_ate_11_anos.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL| Aceito

Assentimento / 17:18:15 |GOMES

Justificativa de

Auséncia

TCLE/ Termos de |tcle_12_a_17.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Assentimento / 17:17:58 |GOMES

Justificativa de

Auséncia

TCLE /Termos de |tale_12_a_17.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Assentimento / 17:17:25 |GOMES

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | projeto_mestrado.pdf 13/04/2017 |THARSIS GABRYEL | Aceito

Brochura 17:16:58 |GOMES

Investigador

Orgamento orcamento_mlpa_array.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito
17:15:52  |GOMES

Declaragao de regulamento_biorrepositorio.pdf 13/04/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Manuseio Material 17:14:42 |GOMES

Biologico /

Biorepositério /

Biobanco

Cronograma cronograma.pdf 13/04/2017 |THARSIS GABRYEL | Aceito
17:13:45 |GOMES

Declaragao de Declaracao_lvan.pdf 03/03/2017 |THARSIS GABRYEL | Aceito

Instituicéo e 00:56:37 |GOMES

Infraestrutura

Declaragdo de Declaracao_sag.pdf 03/03/2017 | THARSIS GABRYEL | Aceito

Instituicao e 00:54:53 |GOMES

Infraestrutura

Folha de Rosto Folha_Rosto_Assinada.pdf 03/03/2017 |THARSIS GABRYEL | Aceito
00:51:11  |GOMES

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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BOTUCATU, 05 de Maio de 2017

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA

(Coordenador)
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ANEXO 2
9
'A . Depto. de Genética - Inst. de Biociéncias - UNESP
Servico de Tel. (14) 3811-6016 Fone/Fax (14) 3815-3131
Aconselhamento Cx.P.529 18618-000 Botucatu/SP
Genetico E-Mail: sag@fmb.unesp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)
(12 a 17 anos de idade)

Projeto de pesquisa:

INVESTIGAGCAO DE VARIACAO DO NUMERO DE COPIAS GENOMICAS EM
PACIENTES COM CARDIOPATIAS CONGENITAS

Vocés sao responsaveis por um paciente portador de Cardiopatia Congénita (definida
como qualquer alteracdo na estrutura e funcdo cardiocirculatorias presentes ao nascimento),
que foi diagnosticado no Ambulatorio de Cardiologia Pediatrica do HC-FMB/UNESP. Até o
presente momento ndo sdo bem conhecidas as etiologias das cardiopatias congénitas, ou seja,
as causas do surgimento desta anomalia em muitos individuos ainda permanecem incertas.

NOs estamos convidando vocés a participarem do projeto de pesquisa intitulado
“Investigacio de Variacio do Numero de Copias Gendémicas em Pacientes com
Cardiopatias Congénitas”, cujos responsaveis sdao o Bidlogo Théarsis Gabryel Gomes,
mestrando em Genética no Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) — UNESP; a Profa.
Dra. Lucilene Arilho Ribeiro — Bicudo, do Programa de Pdés Graduacdo em Ciéncias
Biologicas (Genética) - Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) - UNESP; o Prof. Dr.
Danilo Moretti-Ferreira, do Servico de Aconselhamento Genético (SAG), Departamento de
Genética — Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) - UNESP, e o Pesquisador Colaborador
Dr. Rossano César Bonatto, do Departamento de Pediatria da Faculdade de Medicina de
Botucatu (UNESP), responsavel pelo Ambulatério de Cardiologia Pediatrica do HC-
FMB/UNESP.

Gostariamos que vocés soubessem que:

e Participar deste projeto € uma opc¢édo de vocés, podendo decidir participar ou nao;
e A participacdo neste projeto € totalmente independente do tratamento recebido no
Ambulatério de Cardiologia Pediatrica (HCFMB) e a op¢do de ndo participacdo neste

projeto ndo altera a sequéncia do tratamento do paciente sob sua responsabilidade;
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e A qualguer momento vocés terdo a liberdade de buscar, junto aos Pesquisadores do
projeto, esclarecimentos de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de
trabalho;

e A participacdo de vocés nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer
onus financeiro;

e Haveréa coleta de dados de seu (a) filho (a) para preenchimento da ficha de anamnese
genético-clinica no nosso laboratério (SAG), contendo peso, altura, idade e outras
caracteristicas consideradas relevantes. Esta andlise terd uma duracdo de 30 minutos;

e Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera elaborado em 2 vias de igual
teor, o qual 01 via serd entregue a vocés devidamente rubricada, e a outra ia sera
arquivada e mantida pelos pesquisadores por um periodo de 5 anos ap6s 0 término
desta pesquisa;

e O presente trabalho tem por objetivo investigar as possiveis Variagdes no Numero de
Copias Genbmicas em amostras de DNA, através da utilizacdo de técnicas
moleculares, e também pesquisar a possivel relacdo dessa variagdo com a
manifestacdo da cardiopatia congénita;

Caso vocés aceitem participar, gostariamos de informa-los que:

a) Serd realizada a coleta de uma amostra de 6 ml de sangue (2 colheres de sopa) do portador
de cardiopatia congénita.

b) Seré realizada a coleta de uma amostra de 6 ml de sangue (2 colheres de sopa) da mée e do
pai bioldgicos do portador de cardiopatia congénita.

c) A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe um risco de ocorrer uma
mancha roxa (hematoma) na regido da coleta que desaparecera rapidamente.

d) O material colhido ndo sera usado em sua totalidade de imediato e parte dele sera
armazenada em um biorrepositério no Servico de Aconselhamento Genético (SAG) — Instituto
de Biociéncias de Botucatu — UNESP, durante a vigéncia desta pesquisa.

e) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia,
mas podera ajuda-lo na decisdo de ter filhos (as) no futuro.

f) Vocés estardo colaborando para aumentar os nossos conhecimentos sobre a etiologia

(causas) das Cardiopatias Congénitas.
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g) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos materiais bioldgicos
armazenados no biorrepositdrio e aos dados completos, ndo sendo permitido, em nenhuma
hipbtese, 0 acesso por terceiros.

h) Todo material sera codificado tendo, cada participante, recebido um nimero de registro no
SAG.

i) Solicitamos também o consentimento para levantar o prontuario médico de seu filho (a), a
fim de coletar informacdes 14 contidas como: resultados de exames de eletrocardiograma,
ecocardiograma e outros exames ja feitos no hospital que possam nos fornecer informacdes

importantes para a referida pesquisa cientifica.

Nos,  (pai)

portador do R.G. ne -
e (mae)

portadora do R.G.

n° , pais do

paciente ,

autorizamos a participacdo de nosso (a) filho (a) no projeto de pesquisa “Investigacdo de
Variacio do Niumero de Copias Genomicas em Pacientes com Cardiopatias Congénitas”.
Declaramos haver recebido as devidas explicacGes sobre o referido projeto, estarmos ciente

sobre os itens acima mencionados e que a nossa participacao € voluntaria por op¢édo propria.

Botucatu, de de20 .

Assinatura do Pai Assinatura da Mae

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Responsaveis pela pesquisa:
Pesquisador Responsavel pela pesquisa: Bidlogo e Mestrando Tharsis Gabryel Gomes
Fone: (14) 3880 — 0372
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Endereco: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética —
Servigo de Aconselhamento Genético Botucatu/SP — CEP:18.618-000
E-mail: tharsisgabryel@gmail.com

Pesquisadora (Orientadora) Responsavel pela pesquisa: Profa. Dra. Lucilene Arilho
Ribeiro - Bicudo

Fone: (14) 3880-0372

Endereco: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu, Programa de Pds Graduacéo
em Ciéncias Bioldgicas (Genética), Instituto de Biociéncias de Botucatu (IBB) — CEP:
CEP:18.618-000

e-mail: arilho@yahoo.com

Pesquisador Colaborador Responséavel pela pesquisa: Dr. Danilo Moretti - Ferreira
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FICHA DE ANAMNESE GENETICO-CLINICA

Projeto: ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DO TIPO COORTE RESTROSPECTIVO DE
PACIENTES PORTADORES DE CARDIOPATIA CONGENITA

1. Identificacéo:

Nome:

SAG:

Nasc.: / /

Data

Idade:

de hoje:

Mae:

Local de
/ RG-HC:

nasc.

SAG:

Idade: Profissao:

Escolaridade:

Pai:

SAG:
Idade:

Profissao:

Escolaridade:

Endereco:

Cidade:

Telefone:

Encaminhado

por:

Diagnostico:

Sim (
Sim (

Relatério:

Consanguinidade:

)
)

Nao (
Nao (

)
)
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Cardiopatia na familia: Sim ( ) Nao ( )

Quem:

2. Heredograma:

3. Dados Gestacionais e antecedentes maternos:
Pré-natal: ( )sim ( )nao
Inicio meses

Duracéo da gravidez

Inicio dos movimentos fetais: Intensidade Ganho de
peso com a gravidez kg Hemorragia( ) Processo febril( ) Contagio( )
Edema ( )

PA Convulsdes( ) Polidramnio( ) Oligodramnio( )

Enfermidades

agudas/cronicas:

Fatores

fisicos/quimicos:




Obs.:
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4. Parto:
Normal () Cesariana ( ) Forceps( )
Obs.:

Hospitalar () Domiciliar ()
Outro

Obs.:

5. Condi¢cdes do RN

Peso Comprimento PC

APGAR___ [/

Choro Cianose: ______Succao:
Ictericia

Fototerapia () Exsanguineotransfuséo ( )
Permanéncia na maternidade:

Convulsdes

Obs.:

dias

PT

Tonus:

Febre:
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6. Evolucao

Firmou cabecga Sorriso  social Sentou com

apoio Sentou sem apoio Andou 1°s

Palavras Frases Fechou fontanela:
Controle vesical Anos de

escolaridade Tipo de escola

Passado maorbido:

Doencas préprias da

Infancia:

Complicagdes:

Convulsbes (quantos episodios, tempo de duracéo, descricéo):

Obs.:

7. Exame Fisico

7.1. Biometria

Estatura: cm( %) Peso ar( %) Envergadura: cm (. %)

PC: cm( %) PT: cm(  %)DIl: _ mm( %) DIE: mm (

%)

Bregma: AP: cm BP cm BP x 100 = I.C. =

AP

7.2. Preencher caso possua dismorfias nos seguintes locais:
e Cranio e Face:
e Orelhas:
¢ Olhos:

e Nariz:
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e Maxilar e Mandibula

e Boca:

e Pescoco:
e ToOrax:

e Coluna:

e Abdome:

e Membros Superiores:

¢ Membros Inferiores:

e Articulactes:

e Genitalia Externa:

e Tecido Celular Subcutéaneo:
e Musculatura:

e Pele e Anexos:

e Exames Neurologicos:

8. Exames Solicitados e Resultados de Exames:

Atendido por: em:
S S




