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RESUMO

Introducgédo: A esquizofrenia € o transtorno mental mais grave e incapacitante entre os
disturbios psiquiatricos. Ela € uma doenga complexa e com fendtipo heterogéneo.
Dentre os fatores genéticos que parecem ter um papel na etiologia da esquizofrenia
estd a delecdo 22q911.2. Objetivos: Investigar alteracbes cromossémicas,
polimorfismos dos genes UFD1L e ZDHHCS8, mutagcbes no gene TBX1 e variagdes no
namero de copias na esquizofrenia e na sindrome da delegao 22q11.2, e correlacionar
com achados de avaliagbes genético-clinicas, psiquiatricas, neuropsicologicas e de
neuroimagem. Métodos: Um total de 200 portadores de esquizofrenia, 200 individuos
controles e 10 portadores do fendtipo clinico da sindrome da delegao 22q11.2, mas
sem a delegdo, participaram do presente estudo. Os pacientes com esquizofrenia
foram estudados por citogenética classica e Multiplex Ligation-dependent probe
amplification. Os polimorfismos rs5992403 (gene UFD1L) e rs175174 (gene ZDHHCS8)
foram investigados em pacientes com esquizofrenia e controles por meio de PCR em
tempo real com sonda TagMan. Outros polimorfismos do gene UFDI1L foram
analisados, rs5746744 e rs1547931, por Restriction Fragment Length Polymorphism.
Mutagbes no gene TBX1 foram investigadas em portadores do fendtipo clinico da
sindrome da delecdo 22q11.2, mas sem a delecdo, por meio de sequenciamento
genbmico. As variagdes no numero de copias foram analisadas por meio da
metodologia de array em pools. Os pacientes com esquizofrenia também foram
avaliados por testes neuropsicoldgicos e por neuroimagem estrutural. Resultados:
Todos os caridtipos estudados foram normais. Foi encontrada um paciente com a
delecao de 1,5 megabases na regido 22g11.2. Os polimorfismos rs5992403 (UFD1L) e
rs175174 (ZDHHC8) foram associados com a idade de acometimento da esquizofrenia.
Além disso, todos os polimorfismos investigados parecem desempenhar um papel na
morfologia cerebral e em habilidades cognitvas. Nenhuma mutac¢édo foi encontrada no
gene TBX1, apenas polimorfismos, em portadores do fenétipo clinico da 22q11DS.
Foram encontradas trés regides amplificadas em pools de DNAs de portadores de
esquizofrenia: 1p36.32, 2q37.3 e 22911.21. Conclusées: O estudo permitiu avaliar a
participacdo de fatores genéticos em determinadas caracteristicas da esquizofrenia,
propiciando um melhor entendimento sobre a etiologia e fisiopatologia dessa doenga

complexa.

XX
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1 INTRODUCAO

A esquizofrenia compreende um conjunto de sinais e sintomas de
origem desconhecida. Dentre os sintomas que compdem a doenga estdo as alucinagdes e
delirios, que compdem o quadro de sintomas positivos, 0 embotamento afetivo, alogia e
avolicao, que representam os sintomas negativos, e sintomas cognitivos como déficit de
atencao, de memodria e de fungbes executivas (Ibrahim, Tamminga, 2010). Os individuos
geralmente sdao acometidos no auge do seu potencial produtivo e o curso costuma ser
cronico e debilitante. A esquizofrenia segue um modelo de heranga multifatorial e
apresenta uma herdabilidade de 83%, uma das mais altas dentre os transtornos

psiquiatricos (Cannon et al, 1998).

A sindrome da delecdo 22q11.2 (229q11DS) € causada por uma
microdelegdo no cromossomo 22 e apresenta uma incidéncia de 1 em 2.000-4.000
nascidos vivos (Goldmuntz, 2005). O fendtipo dessa doenca € altamente variavel e pode
afetar multiplos 6rgéos e tecidos. Dentre as manifestagdes clinicas comuns podem ser
encontradas: anomalias craniofaciais e cardiovasculares, imunodeficiéncia, defeitos
velofaringeos, baixa estatura, hipocalcemia, e atraso no neurodesenvolvimento
(McDonald-McGinn et al, 1999). Individuos com a 22911DS apresentam déficits cognitivos
e comportamentais e um grande risco de desenvolver transtornos psiquiatricos,
especialmente a esquizofrenia (Karayiorgou et al, 2010). A maioria dos portadores do
fendtipo clinico da 22911DS apresentam uma microdelegéo de 1,5 megabases (Mb) ou de
3 Mb (Karayiorgou et al, 2010) e ainda foram identificadas mutag¢des no gene TBX1 (T-Box
1 - OMIM #602054) em portadores do fenétipo, mas nao da microdelecéo, demonstrando

a importancia desse gene na sindrome (Zweier et al, 2007).

Através de estudos epidemioldgicos, foi estimado que o risco de
desenvolver esquizofrenia para um portador da microdelecdo 22q11.2 ¢é de
aproximadamente 25-31 vezes maior do que o da populagao em geral (0,3-1,6%) (Bassett
et al, 2000). Além disso, a frequéncia dessa microdelegdo em portadores de esquizofrenia
pode ser de 12-80 vezes maior que o da populacédo em geral (0,016%) (Karayiorgou,

Gogos, 2004). Em adigdo, diversos estudos moleculares vém demonstrando uma
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associacao de genes presentes nessa regido com a esquizofrenia e seus endofendtipos
(Shifman et al, 2002; Shifman et al, 2006; Shin et al, 2010). Dentre eles est&o inclusos os
genes UFDI1L (Ubiquitin Fusion Degradation 1-like - OMIM #601754) e ZDHHC8 C8 (Zinc
Finger DHHC Domain-Containing Protein 8 - OMIM #608784), que parecem ter um papel
importante no neurodesenvolvimento e na esquizofrenia (De Luca et al, 2001; Mukai et al,
2004; Xie et al, 2008; Ota et al, 2010).

1.1 Objetivos

O presente trabalho integra um projeto de pesquisa mais amplo que
teve como objetivo geral a avaliagdo de pacientes com esquizofrenia e/ou fendtipo
tipico da 22q11DS, por meio de um estudo genético-clinico, psiquiatrico,

neuropsicolégico, neuroestrutural, cromossémico e molecular.

Objetivos Especificos:

1. Avaliar trés polimorfismos do gene UFD1L (rs5992403,
rs5746744 e rs1547931) e seus haplétipos quanto a associagdo com a esquizofrenia,
com a idade de acometimento desta, refratariedade ao tratamento, habilidades

cognitivas e neuroimagem,;

2. Avaliar um polimorfismo do gene ZDHHC8 (rs175174)
quanto a associagao com a esquizofrenia, com a idade de acometimento desta,

refratariedade ao tratamento, habilidades cognitivas e neuroimagem;

3. Investigar mutacdes em éxons do gene TBX1 em uma

amostra de pacientes portadores do fenétipo clinico da 22g11DS, mas sem a delecéo;

4. Investigar a associagdo entre CNVs (Copy Number

Variations) e esquizofrenia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

21 Esquizofrenia

A esquizofrenia € uma doenca multifatorial que compreende um
conjunto de sinais e sintomas de origem desconhecida. Essa doenga apresenta uma
incidéncia média de casos novos em torno de 1,5 por 10.000 habitantes (McGrath et al,

2004) e uma prevaléncia entre 0,3 a 1,6% na populagao (Kessler et al, 2005).

Dentre os sintomas que compdem a doenca estdo as alucinagdes e
delirios, que compdem o quadro de sintomas positivos, 0 embotamento afetivo, alogia e
avolicdo, que representam os sintomas negativos, e sintomas cognitivos como déficit de

atencao, de memodria e de fungdes executivas (Ibrahim, Tamminga, 2010).

Os individuos geralmente sdo acometidos no auge do seu potencial
produtivo e o curso costuma ser cronico e debilitante. Em adicao, a literatura demonstra
forte comorbidade entre a esquizofrenia e o abuso de substancias (principalmente
alcool, nicotina, cannabis e cocaina) e algumas condicdbes médicas importantes
(obesidade e diabetes tipo 2) (Jeste et al, 1996). A taxa de mortalidade da
esquizofrenia é de 2 a 3 vezes mais alta que a da populagdo em geral (McGrath et al,

2008), sendo que desta, 28% ¢é atribuivel a suicidio e 12% a acidentes (Brown, 1997).

Segundo dados da organizagdo mundial da saude, a esquizofrenia é
a 82 principal causa de anos perdidos de vida saudavel (Mathers et al, 2006). Dentre os
transtornos mentais, a esquizofrenia representa o principal custo direto de tratamento,
com cerca de 1,3 a 2,5% do total de gastos em saude em paises ocidentais (Rossler et
al, 2005). Em 2002, os custos totais da doeng¢a nos Estados Unidos foram estimados
em U$62,7 bilhdes (Wu et al, 2005). Em 1998, no estado de Sao Paulo, o custo direto
total da esquizofrenia foi de R$222 milhdes, o que equivale a 2,2% do total de gastos
em saude do Estado (Leitao et al, 2006).
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Em 1952, Delay e Deniker demonstraram que a clorpromazina era
efetiva para o tratamento da esquizofrenia, descobrindo a primeira medicacio efetiva
no controle da doenga (Rosenbloom, 2002). Desde entdo, foram mais de 50
antipsicoticos desenvolvidos, cada um exercendo uma acéao terapéutica no receptor de
dopamina D2 (Carpenter, Koenig, 2008). Atualmente, os antipsicoticos sao divididos
em duas classes: tipicos e atipicos. Uma metanalise demonstrou que as duas classes
sdo semelhantes em relagdo a eficacia no controle de sintomas positivos e negativos,
mas diferem em relagédo a propenséo de desencadear sintomas extrapiramidais (Leucht
et al, 1999). Os antipsicéticos atipicos apresentam menor chance de induzir esses

sintomas (Kapur, Seeman, 2001).

Mecanismos genéticos e nao-genéticos se interagem, levando a
uma alteragao no desenvolvimento cerebral, resultando em uma predisposi¢cao para a
esquizofrenia (Schmidt-Kastner et al, 2006). Atualmente existem duas hipoteses
principais, ndo excludentes, para o desenvolvimento da esquizofrenia: a hipétese do
neurodesenvolvimento (Lieberman, 1999; Tsuang, 2000; Lewis, Levitt, 2002; Murray et
al, 2004) e a da neurodegeneracao (Ashe et al, 2001; Church et al, 2002; Sawa,
Snyder, 2002).

2.1.1 Modelo do neurodesenvolvimento da esquizofrenia

O modelo do neurodesenvolvimento despontou ha duas décadas
como uma hipétese que poderia explicar a etiologia da esquizofrenia. Nela é proposto
que a doenga é resultado de um processo de neurodesenvolvimento alterado que
antecede o acometimento de sintomas clinicos e € causado por uma combinagao de
fatores genéticos e ambientais. Essas alteragcbes podem predispor a ativagdo de
circuitos neurais patolégicos durante a adolescéncia ou inicio da vida adulta, levando a

emergéncia de sintomas positivos, negativos ou ambos (Brown et al, 2004).

Em 1992, Murray et al propuseram a classificacdo da esquizofrenia
em trés tipos, de acordo com o aparecimento dos primeiros sintomas: esquizofrenia

congénita, esquizofrenia na idade adulta e esquizofrenia de inicio tardio (Murray et al,

6
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1992). O subtipo de esquizofrenia congénita se aplicaria aos individuos que
apresentariam alteragcdes cerebrais desde os periodos pré e perinatais, que se
manifestariam como disturbios do comportamento na adolescéncia (Lewis, Levitt,
2002). Comparado com os demais subtipos de esquizofrenia, a esquizofrenia congénita

parece ser mais comum em homens e mais grave (Pilowsky et al, 1993).

Favorecendo o modelo de neurodesenvolvimento, foram
encontradas diversas alteragdes congénitas na esquizofrenia, como a agenesia de
corpo caloso, estenose do aqueduto de Sylvius, orelhas de baixa implantagéo e
dermatdglifos anormais (Bracha et al, 1992; Lloyd et al, 2008; Fatemi, Folsom, 2009).
Além disso, foram reportados sinais neurolégicos pré-mérbidos em criangas que
posteriormente desenvolveram esquizofrenia (Fish et al, 1992). Quanto aos fatores
ambientais, foi evidenciada uma alta frequéncia de complicacdes obstétricas e
perinatais em portadores de esquizofrenia (Fatemi, Folsom, 2009), bem como uma
exposicao materna a infecgdo (Wright et al, 1995). Diversos genes envolvidos com
desenvolvimento cerebral, migragéo e crescimento celular também ja foram associados

a esquizofrenia (Walsh et al, 2008).

2.1.2 Outros modelos de desenvolvimento da esquizofrenia

Em adicdo ao modelo do neurodesenvolvimento, existem outros
modelos alternativos que poderiam explicar a etiologia da esquizofrenia. E possivel
que, devido a natureza heterogénea da doencga, multiplos fatores se interajam para
produzir uma doenga, como disfungdes nos sistemas dopaminérgico, serotonérgico e

glutamatérgico, assim como alteragdes neurodegenerativas (Fatemi, Folsom, 2009).

2.2 Modelo de neurodegeneragao

Estudos longitudinais demonstraram um aumento no volume

ventricular em um periodo de 2 a 4 anos entre pacientes em primeiro episodio psicotico

7
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(DelLisi et al, 1997; Nair et al, 1997). Além disso, uma redug¢do no volume do lobo
frontal e no volume de substancia cinzenta temporal superior posterior apés um periodo
de 4 anos foi relatado em pacientes com esquizofrenia crénica (Mathalon et al, 2001).
Jarskog et al relataram uma redugao na expressao de Bcl-2, uma molécula que protege
contra a apoptose, no cérebro de pacientes com esquizofrenia (Jarskog et al, 2005). A
vulnerabilidade dos neurdnios a alteragcbes pré-apoptoticas poderia levar a perdas
sinapticas e dendriticas observadas na esquizofrenia (Mathalon et al, 2001; Sweet et al,
2009).

23 Modelo da via dopaminérgica

Grande parte dos estudos envolvendo a neurobiologia da sindrome
psicotica tem focado em alteragbes nos sistemas de neurotransmissores. Dentre elas,
a hipotese dopaminérgica, particularmente, € a mais estudada e originou-se a partir de
observagbes que correlacionaram a poténcia de drogas antipsicéticas com suas
afinidades por receptores de dopamina D2 (Seeman, 1987) e que relataram efeitos
psicomiméticos de agonistas de dopamina, como a anfetamina (Kapur, Seeman, 2001).
A sua versao atual postula que um risco genético interage com um risco ambiental
durante o desenvolvimento, levando a um aumento dos niveis de dopamina estriatal

pré-sinaptica e causando delirios e alucinag¢des (Howes, Kapur, 2009).

24 Modelo da via glutamatérgica

O glutamato é o neurotransmissor excitatério mais abundante no
sistema nervoso, com uma fungéo critica na plasticidade sinaptica. Antagonistas de
receptores glutamatérgicos, como a fenciclidina e a ketamina, podem causar sintomas
psicéticos em individuos saudaveis e piorar os dos portadores de esquizofrenia,
mostrando seu envolvimento na neurobiologia da doenga (Mill et al, 2008). Em adigéao,
estudos post mortem identificaram alteracbes na densidade de receptores

glutamatérgicos, no cértex pré-frontal, talamo e lobo temporal (Gao et al, 2000; Ibrahim

8



Revisao da Literatura

et al, 2000; Meador-Woodruff, Healy, 2000). Genes envolvidos nessa via, como o
GRIN1 e GRIA1, tém sido associados a fisiopatologia da esquizofrenia (Sklar et al,
2004; Zhao et al, 2006).

25 Modelo da via GABAérgica

Diversos estudos de neurociéncia basica e clinica sugerem uma
funcdo do acido gamma-aminobutirico (GABA) na patogénese da esquizofrenia
(Wassef et al, 2003). A enzima glutamato descarboxilase (GAD) € o fator limitante na
sintese do GABA, que € o principal neurotransmissor inibitério do sistema nervoso
central (SNC). Estudos de expressao post mortem realizados em cérebros de
portadores de esquizofrenia demonstraram a diminuicdo da expressao da proteina
GAD1 no cortex pré-frontal e cerebelo (Guidotti et al, 2000), sugerindo uma redugao da

neurotransmissao GABAérgica.

2.6 Modelo da via serotonérgica

Alteragcbes na fungdo serotonérgica parecem aumentar a
vulnerabilidade a doengas psiquiatricas. O seu envolvimento na patogénese da
esquizofrenia foi sugerido quando se observou que o LSD (lysergic acid diethylamide),
uma droga que age no receptor serotonérgico 5-HT2, tinha propriedades alucinbgenas
(Gaddum, Hameed, 1954). Receptores serotonérgicos tém sido implicados tanto na
génese quanto no tratamento de psicose, sintomas negativos, disturbios de humor e
efeitos colaterais extrapiramidais (Meltzer, 1999). Os receptores serotonérgicos do tipo
2A (5-HTR2A) sao os mais estudados dessa via e estdo amplamente presentes no
cortex pré-frontal e hipocampo, areas envolvidas na esquizofrenia (Matsumoto et al,
2005).
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2.6.1 Esquizofrenia e neuroimagem

Estudos de ressonancia magnética identificaram diversas regides
cerebrais implicadas na esquizofrenia, incluindo: aumento ventricular; déficits no
volume cerebral total; e déficits no volume cerebral das regides frontal, temporal e
parietal (McCarley et al, 1996; Ward et al, 1996; Lawrie, Abukmeil, 1998; Shenton et al,
2001).

Shenton et al (2001) observaram que 80% dos estudos revisados
relataram um aumento dos ventriculos laterais e 73% dos terceiros ventriculos. Além
disso, 74% descreveram um envolvimento do lobo temporal medial, que inclui
amigdala, hipocampo, giro parahipocampal e lobo temporal neocortical; e 59%
relataram um envolvimento do lobo frontal, envolvendo o cortex pré-frontal e cortex
orbitofrontal. Outras altera¢des incluiram anormalidades no lobo parietal (em 60% dos

estudos) e cerebelo (31% dos estudos).

Uma metanalise de estudos de morfometria baseada em voxel
(VBM) verificou que as alteragdes mais encontradas em pacientes com esquizofrenia
eram reduc¢des no giro temporal superior esquerdo e no lobo temporal medial
esquerdo. Em adicdo, 50% dos estudos relataram alteragdes nos giros temporal
superior direito, para-hipocampal esquerdo, frontal inferior esquerdo e frontal medial

esquerdo (Honea et al, 2005).

Hulshoff Pol et al realizaram um estudo de seguimento de pacientes
crénicos e observaram uma redugao progressiva do tecido cerebral em até 20 anos
apdés o acometimento dos primeiros sintomas, incluindo as areas frontal e temporal
(Hulshoff Pol, Kahn, 2008). Estudos longitudinais reportaram uma redu¢cdo no volume
do lobo frontal em um seguimento de pacientes de primeiro episédio psicotico e

pacientes crénicos (Gur et al, 2003; Ho et al, 2003).

Apesar de ndo existir um consenso entre os achados de ressonancia
magnética relacionados a esquizofrenia, foram identificadas multiplas alteragdes em

regides cerebrais possivelmente relevantes para a doenga. Também, algumas delas

10
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parecem estar presentes mesmo antes do acometimento dos sintomas, no periodo

prodrémico, e progredir junto com a doenga (Shenton et al, 2010).

2.6.2 Esquizofrenia e neuropsicologia

Portadores de esquizofrenia apresentam uma alteracdo no
desempenho em uma grande variedade de testes neuropsicoldgicos. Dependendo do
teste utilizado, estima-se que 40-90% desses pacientes apresentam déficits cognitivos
(Saykin et al, 1991; Meltzer et al, 1996), sendo que essas alteragdes parecem ser mais
pronunciadas em determinados setores do funcionamento cognitvo (Adad et al, 2000).
Nesse contexto, os processos de atengcdo e memoria, assim como as funcgdes
executivas, parecem ser afetadas nos individuos acometidos por essa condi¢cao
psiquiatrica (Gray et al, 1990). As fungdes executivas sdo processos cognitivos que
contribuem para a habilidade de responder adaptivamente a situagdes novas e também
sdo a base de muitas habilidades cognitivas, emocionais e sociais (Lezak, 1993). Entre
elas, os processos relacionados as habilidades de abstragcdo e de flexibilidade

conceitual envolvidas na solugdo de problemas (Goldberg et al, 1987).

Dentre os testes que avaliam atencao, foi identificado um menor
desempenho dos portadores de esquizofrenia em relagcdo a um grupo controle. Por
exemplo, Oltmanns & Neale, utilizando o teste Digit Span Forward, que consiste na
repeticdo verbal de sequéncias cada vez maiores de numeros, observaram que 0s
pacientes tendiam a apresentar mais erros de repeticdo e 0 numero maximo de digitos

a serem repetidos sem erros (spam) era mais baixo (Oltmanns, Neale, 1975).

Em relacdo a memodria, Kolb & Wishaw, utilizando o teste Wechler
Memory Scale observaram que os portadores de esquizofrenia apresentavam um
resultado mais baixo quando comparados a um grupo controle em relagcédo as funcgodes

de memoria verbal e visual (Kolb, Whishaw, 1983).

Quanto as fungdes executivas, pacientes com esquizofrenia tendem

a apresentar um menor desempenho no teste Wisconsin de Classificagcdo de Cartas
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(WCST- Wisconsin card sorting Test), que é aplicado na avaliagcdo de processos
relacionados a areas pré-frontais do lobo frontal (Stuss et al, 1983). Dessa forma, foi
sugerido que esses pacientes apresentam dificuldades em relagdo a utilizagcdo de
conceitos abstratos na resolugdo de tarefas cognitivas, uma vez que o0s seus
desempenhos eram caracterizados por um numero elevado de respostas erradas e

uma frequéncia aumentada de erros de perseveragao (Goldberg et al, 1987).

2.6.3 Bases genéticas da esquizofrenia

Na populagdo em geral, o risco de desenvolver esquizofrenia ao
longo da vida é de 1% e esse risco tende a aumentar para familiares de portadores da
doenca: 4% para familiares de segundo grau e 9% para familiares de 1° grau (Plomin et
al, 2008). Uma metanalise observou que a taxa de concordancia para gémeos
monozigoticos varia de 41-65%, enquanto que para dizigoticos € de 0-28% (Cardno,
Gottesman, 2000). A herdabilidade esta estimada em 0,83, uma das mais altas entre
doencas psiquiatricas (Cannon et al, 1998). Estudos de adog¢ao também demonstraram
que 7-10% das criancas adotadas cujos pais biolégicos eram portadores de
esquizofrenia apresentavam psicose, enquanto que 0-1% das criangcas adotadas
controles apresentaram problemas semelhantes (Wender et al, 1974; Tienari et al,
2004).

Inicialmente, os estudos genéticos em esquizofrenia eram baseados
na anadlise de ligacdo, e posteriormente em estudos de associagdo. A partir dos
resultados gerados, foram identificados genes ou regides génicas de suscetibilidade
para a doenga e que possuiam um fundamento biolégico, como NRG1, relacionado ao
desenvolvimento do SNC, o DISC1, relacionado ao metabolismo e arborizagao
neuronal, o DTNBP1 envolvido na transmissao glutamatérgica, e o COMT, que codifica
uma enzima chave para a degradacdo das monoaminas. Esses estudos foram
complementados posteriormente com a identificacdo de anormalidades cromossémicas
em pacientes (Bassett et al, 2000), como a microdelecédo 229q11.2 e com os estudos de

associagao em larga escala (genome-wide association studies) com polimorfismos de
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nucleotideo unico (SNP — Single Nucleotide Polymorphism) e, mais recentemente, com
CNVs.

Apesar de existirem evidéncias quanto a participacdo de fatores
genéticos na etiologia da esquizofrenia, aproximadamente 60% dos portadores de
esquizofrenia ndo possuem um familiar com a doenga (Gottesman, Erlenmeyer-
Kimling, 2001).

Esses dados mostram uma correlagéo direta entre a carga genética
e 0 risco, mas ao mesmo tempo, mostram que ela isoladamente nao determina o
desenvolvimento da doencga, favorecendo um modelo aditivo de interagdo de fatores

genéticos e ambientais.

2.6.4 Fatores de risco ambientais para a esquizofrenia

Dos eventos ambientais que foram associados a esquizofrenia,
muitos ocorrem durante os periodos pré-natal ou perinatal, como a hipdxia, antes do
acometimento dos sintomas psicéticos necessarios para o diagnostico, que geralmente
se manifestam no final da adolescéncia ou inicio da vida adulta. Assim, existe um
periodo entre os eventos ambientais e o0 aparecimento da doenga, fundamentando a
hipotese de que a esquizofrenia seja uma doenca de neurodesenvolvimento (Lewis,
Levitt, 2002). Dentre outros fatores ambientais que tém sido associados a esquizofrenia

destacam-se: uso de cannabis e o processo de urbanizagao (van Os et al, 2010).

2.6.4.1 Copy Number Variation (CNV) e esquizofrenia

Na busca por fatores genéticos associados a doengas complexas,
dentre elas a esquizofrenia, grande parte dos estudos tem focado em alteragdes na
sequéncia do DNA, como os SNPs. Dessa forma, a fim de acelerar a procura de fatores

genéticos associados a doengcas humanas, o projeto internacional HapMap
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(http://www.hapmap.org), um catalogo de variantes genéticas comuns, teve como

objetivo mapear e compreender os padrées de diversidade genética no genoma
humano (Thorisson et al, 2005). Na fase Il do projeto, foram caracterizados mais de 3,1
milhbes de SNPs em 270 individuos provenientes de quatro populagdes

geograficamente distintas (Frazer et al, 2007).

Além dos SNPs, outra categoria de variagdo genémica encontrada
no projeto HapMap, foram as CNVs. Essas variagdes no numero de copias também
tém demonstrado a sua relevancia na suscetibilidade a doengas humanas (Stefansson
et al, 2008). As CNVs sao segmentos de DNA, com tamanhos que variam de kilobases
(kb) até Mb, que possuem um numero variavel de cépias quando comparado a um
genoma de referéncia (Freeman et al, 2006). A partir das ferramentas de analise do
genoma em larga escala, que possuem uma resolugdo intermediaria entre a analise
citogenética e o sequenciamento do DNA, foi demonstrado que as sequéncias variam
em numero de copias entre individuos normais. Aproximadamente 5% do genoma

humano parecem ser constituidos por essas variantes estruturais (Redon et al, 2006).

As CNVs podem alterar a dosagem génica e envolver multiplos
genes ou regides regulatérias, no entanto, nem sempre pode ser estabelecida uma
correlagao entre a dosagem génica e expressao (Stranger et al, 2007; Henrichsen et al,
2009). Em geral, as delegdes levam a um fendtipo mais grave do que as duplicagoes e
as CNVs maiores (que abrangem mais genes) apresentam uma maior penetrancia e/ou
mais caracteristicas clinicas associadas que as CNVs menores (Bassett et al, 2010).
Recentemente, diversos estudos identificaram CNVs relevantes em uma série de
doengas complexas, como transtornos do espectro do autismo (Sebat et al, 2007;
Glessner et al, 2009), disturbio bipolar (Moskvina et al, 2009; Zhang et al, 2009),
deficiéncia intelectual (de Vries et al, 2005; Wagenstaller et al, 2007) e esquizofrenia

(International Schizophrenia Consortium, 2008; Stefansson et al, 2008).

Em 2008, Walsh et al observaram que CNVs associadas a
esquizofrenia levavam a ruptura de genes que controlam o desenvolvimento e
regulagdo neuronais, incluindo as vias da neuroregulina e do glutamato (Walsh et al,
2008). No mesmo ano, o Consodrcio Internacional de Esquizofrenia verificou que CNVs

raras e grandes (maiores que 100 kb) eram 1,15 vezes mais frequentes em portadores
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de esquizofrenia do que em controles (International Schizophrenia Consortium, 2008).
Além disso, no mesmo estudo foram identificadas dele¢gdes em trés regides: 22g11.2,
15q13.3 e 1921.1, as quais foram confirmadas por Stefansson et al (2008).

Estudos posteriores identificaram outras regides cromossdmicas
associadas a esquizofrenia, incluindo: 4932, 5914.3, 8923.3, 11925, 16p13.1e 17912
(Magri et al, 2010; Moreno-De-Luca et al, 2010). Outras CNVs estavam envolvidas
tanto na esquizofrenia quanto nos transtornos do espectro do autismo, como as regides
3929 (Willatt et al, 2005; Mulle et al, 2010) e 16p11.2 (Weiss et al, 2008; McCarthy et
al, 2009).

2.7 Sindrome da delegao 22q11.2 (22q11DS)

A 22q11DS, uma das doengas gendmicas mais comuns na populagao,
compreende a sindrome de DiGeorge (DGS), sindrome velocardiofacial (VCFS), e a
sindrome de anomalias faciais e conotruncais. Na maioria dos casos, resulta da
microdelegao da regido q11.2 do cromossomo 22, sendo que em mais de 90% dos casos,
a delecdo ocorre de forma esporadica havendo, entretanto, casos familiais (McDonald-
McGinn et al, 2001).

A delegdo mais comumente encontrada em individuos portadores
dessa sindrome envolve uma regidao de 3 Mb, presente em cerca de 80-90% dos casos e
inclui aproximadamente 60 genes conhecidos (Karayiorgou et al, 2010). Alguns pacientes
apresentam uma delecao menor de 1,5 Mb, dentro da regido de 3 Mb, (onde estédo
localizados 28 genes conhecidos), no entanto isso ndo implica em uma forma mais branda
da doenga, o que dificulta a correlacdo gendtipo-fendtipo (Drew et al, 2011). A regido de
1,5 Mb vém sendo sugerida como a regiao critica para a sindrome (Carlson et al, 1997) e,
particularmente, para o aumento no risco de desenvolver transtornos psiquiatricos
(Karayiorgou et al, 1995). Dentre os genes localizados nessa regido especifica estédo o
UFD1L, TBX1 e ZDHHCS8, como apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Mapa do locus 22g11.2. As Low Copy Repeats que flanqueiam a regido envolvida na
delecao estdo em caixas em cinza. Os genes da regido critica de 1,5 Mb estio indicados, sendo
que os destacados foram estudados no presente trabalho relacionados a esquizofrenia (ZDHHCS8),
ao fendtipo da sindrome da delecao 22q11.2 (TBX1) ou a ambos (UFD1L). Modificada de
Karayiorgou et al (2010).

A 22911DS esta relacionada a defeitos nas células da crista neural, as
quais, durante o desenvolvimento, migram, se distribuem e formam os tecidos e 6rgaos
dos sistemas dos arcos faringeos, incluindo o arco adrtico, timo, paratiredide e diversas
regides do palato, faringe e face (Momma, 2010). Dessa forma, o fenétipo dessa doencga é
altamente variavel e pode afetar mdultiplos 6rgéos e tecidos. A alteracdo cardiaca
conotruncal é a caracteristica predominante da 22q11DS (Motzkin et al, 1993; Moore et al,
2004), sendo que outras caracteristicas também estdo associadas, tais como: palato
fendido, aplasia ou hipoplasia de timo e glandula paratiredide com anormalidades
funcionais de células T, hipocalcemia e dismorfias faciais, incluindo hipertelorismo,
palpebras com aparéncia de inchadas, ponta do nariz bulbosa e micrognatia (McDonald-
McGinn et al, 1999). Além disso, portadores da 22q11DS apresentam déficits cognitivos e
comportamentais e um grande risco de desenvolver doengas psiquiatricas, sendo que a

mais prevalente delas é a esquizofrenia (Karayiorgou et al, 2010).

A incidéncia estimada para essa sindrome € de 1 em 4.000-10.000
nascidos vivos (Goldmuntz, 2005), o que a torna uma das sindromes de microdelegéo
mais comuns na populagao, indicando uma alta taxa de mutagao ou de rearranjo dentro da
regiao 22q11.2. Além disso, outros rearranjos na regiao ja foram descritos, incluindo o da
sindrome do cat eye, o cromossomo supernumerario der 22 t(11;22) e outras
translocagbes associadas a tumores, como a translocagéo 1(9;22) e 1(8;22) (Emanuel,
Saitta, 2007).
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Através de estudos moleculares, foi identificada a presenca de
multiplas cépias de uma complexa unidade de repetigdo regido-especifica localizadas na
regiao 22q11.2, que foram denominadas de Low Copy Repeats (LCRs) ou duplicagdes
segmentais. As LCRs, por compartilharem uma similaridade entre as sequéncias maior
que 96%, sao estruturas que favorecem o crossing-over desigual, predispondo a
recombinagdo homdloga néo alélica intra e intercromossdmica (Shaikh et al, 2007). Esse
mecanismo pode originar dele¢des, duplicagcdes ou inversdes dessas regides (Shaffer,
Lupski, 2000), o que poderia explicar o mecanismo de origem da delegado 22q11.2. Quatro
blocos principais, referenciadas como unidades de LCRs de A a D, foram descritas na
regido. Essas LCRs apresentam um tamanho de 100 — 400 kb, sendo que as duas
maiores sdo a unidade mais proximal (LCR-A) e a mais distal (LCR-D), que flanqueiam a

regiao de delegéo tipica de 3 Mb.

2.8 Sindrome da delegdo 22q11.2 e esquizofrenia

As microdelegcdes 22911.2 representam cerca de 1-2% dos casos
esporadicos de esquizofrenia (Karayiorgou et al, 1995). Em adig&o, foi observado que,
durante a adolescéncia ou inicio da vida adulta, aproximadamente um terco dos
portadores da delegdo 22g11.2 desenvolvem esquizofrenia ou transtorno esquizoafetivo,
representando um risco de 25-31 vezes mais do que da populacdo geral (Pulver et al,
1994; Murphy et al, 1999). Além disso, reciprocamente, a frequéncia dessa microdelegéo
em portadores de esquizofrenia pode ser de 12-80 vezes maior que o da populacdo em
geral (Karayiorgou, Gogos, 2004). Dessa forma, foi sugerido que a delegao 22q11.2 seria

um verdadeiro subtipo genético da esquizofrenia (Tam et al, 2009).

O aumento no risco para esquizofrenia pode ser resultado da
haploinsuficiéncia de um ou mais genes em 22q11.2. Apesar de nao terem sido
identificados e reproduzidos os genes que predispdem para a esquizofrenia, alguns
candidatos funcionais dentro da regido deletada tém sido propostos, incluindo os genes
COMT, PRODH, DGCR8 e ZDHHCS8. Polimorfismos nesses genes vém sendo muito

investigados na esquizofrenia, principalmente os SNPs.
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Dentre os genes presentes na regido 22q11.2, o gene COMT é um dos
mais estudados e, em particular, o seu polimorfismo funcional Val158Met. As duas
isoformas da proteina parecem influenciar niveis corticais de dopamina e habilidades
cognitivas tanto em humanos quanto em modelos animais transgénicos (Drew et al, 2011).
Além disso, Caspi et al observaram uma interacdo entre o uso de cannabis na
adolescéncia e o polimorfismo Val158Met no acometimento da esquizofrenia, sugerindo
que a fungdo de alguns genes de suscetibilidade seja influenciar a resposta a ambientes

patogénicos (Caspi et al, 2005).

Com a identificacdo da relevéncia da microdelecdo 22q11.2 na
esquizofrenia, demonstrou-se que as dele¢des ou duplicagbes de regides cromossdmicas
poderiam exercer um papel importante na etiologia da esquizofrenia (Karayiorgou et al,
1995). Tais mutacdes, atualmente conhecidas como CNVs estdo sendo amplamente
investigadas em diversas doencas, incluindo a esquizofrenia (International Schizophrenia
Consortium, 2008; Stefansson et al, 2008).

2.8.1 O gene UFDI1L na patogénese da 22q11DS e na esquizofrenia

O gene UFDLL, localizado no meio da regiao 22911.2, codifica uma
proteina envolvida em uma via metabdlica da degradagcdo de proteinas ubiquitina-
dependentes (Kunte et al, 2001). O gene apresenta 12 éxons (Figura 2) e o promotor
esta localizado a 463 pares de bases (pb) upstream da primeira base do cdédon de
iniciacdo, sendo que, especificamente, a regidao de -198 a -463 pb é responsavel pela
maior parte da atividade (Amati et al, 2002). Apesar do gene UFDI1L nao ter uma
funcdo claramente definida, diferentes linhas de evidéncias vém indicando que ele

parece estar envolvido na patogénese tanto da 22q11DS quanto da esquizofrenia.
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Figura 2 - Estrutura genémica do gene UFDI1L e a posi¢cdo dos 3 polimorfismos
investigados: rs5992403 (no promotor), rs5746744 e rs1547931 (ambos no intron 3). As
caixas e linhas verticais representam cada um dos 12 éxons do gene. Adaptado de Xie et al
(2008).

Em camundongos, o gene Ufd1l foi encontrado expresso nos arcos
faringeos, palato, regido frontonasal, telencéfalo, e tecido cardiaco (Yamagishi et al,
1999). Em adi¢do, a expressdo do gene Ufdll estd reduzida em camundongos
mutantes para dHAND, um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento
cardiaco normal (Yamagishi et al, 2003). Apesar de Lindsay et al demonstrarem que a
hemizigosidade do gene Ufd1ll ndo era suficiente para causar defeitos do arco aortico
em camundongos, a perda de ambos os alelos era letal (Lindsay et al, 1996).
Yamagishi et al também observaram uma expressdo aumentada de Ufd1l no cérebro,

coragao, musculo esquelético e timo de embrides de galinha (Yamagishi et al, 2003).

Além disso, em humanos foi observado que o gene UFD1L é
expresso a partir da décima semana gestacional e continua a ser transcrito durante o
periodo fetal e pds-natal (Novelli et al, 1998). Yamagishi et al observaram que o gene
UFDI1L estava deletado em todos os 182 pacientes estudados com 22g11DS. Em
adicdo, foi relatado um paciente com fendtipo da 22q11DS que apresentava uma
pequena delecdo, que incluia os cinco primeiros éxons do gene CDCA45L e os éxons de
1 a 3 do gene UFDI1L (Yamagishi et al, 1999). Com relagdo as manifestacdes
cardiacas, Mohamed et al encontraram associagao entre a valvula adrtica bicuspide,
uma malformagéo cardiaca congénita relativamente comum, e redugdes na expressao
do gene UFD1L (Mohamed et al, 2005).

Embora existam evidéncias do envolvimento desse gene com o
fendtipo da 22g11DS, alguns autores acreditam que esse gene n&o seja o responsavel
pela maioria dos casos da sindrome sem delegdo, uma vez que nao foi encontrada

mutagcdo nesse gene em pacientes com caracteristicas da sindrome (Wadey et al,
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1999) ou em pacientes com tetralogia de Fallot isolada, uma cardiopatia

frequentemente encontrada na sindrome (Chung et al, 2001).

Quanto a esquizofrenia, trés estudos tanto de caso-controle quanto
de familias investigaram a associagcdo de polimorfismos do gene UFD1L e esse
transtorno psiquiatrico (De Luca et al, 2001; Xie et al, 2008; Ota et al, 2010). De Luca et
al observaram uma associagéo entre um polimorfismo que envolvia uma transigdo de A
para G localizado na posi¢ao -277 (rs5992403) (De Luca et al, 2001), identificado por
Wadey et al (Wadey et al, 1999). Em uma populagéo de 88 portadores de esquizofrenia
e 92 controles de origem italiana ou canadense, esse estudo verificou que a presenga
do alelo A conferia uma chance de 1,75 vezes de desenvolver a doenca (De Luca et al,
2001). Além disso, foi realizada uma analise de Transmission Disequilibium Test em 22
trios canadenses, em que se verificou uma transmissao preferencial do alelo A para o
portador da doenca, reforcando os achados no estudo caso-controle (De Luca et al,
2001). Em adicao, nesse mesmo trabalho, foi realizado um estudo de transfec¢do que
observou que o mesmo alelo A levava a um aumento de 55% na proteina UFD1L (De
Luca et al, 2001).

Xie et al, a partir de um mapa de desequilibrio de ligagdo baseado
em SNP, associaram outros 2 polimorfismos intrénicos (rs5746744 e rs1547931) a
esquizofrenia (Xie et al, 2008). Nesse estudo, a partir de 304 trios de origem chinesa foi
verificada uma associagcado alélica dos polimorfismos rs5746744 e rs1547931 e dos
hapldtipos compostos por 2 SNPs: rs5992403-rs5746744, rs5746744-rs1547931 e
rs1547931-rs2238769, bem como os compostos pelos 4 SNPs, com a doenga. No
entanto a associagcdo do polimorfismo rs5992403 encontrada anteriormente por De
Luca et al, 2001, nao foi confirmada. Além disso, Xie et al confirmaram os achados dos
polimorfismos rs5746744 e rs1547931 em uma outra populagdo de 330 casos e 334
controles de origem chinesa. Como esses dois polimorfismos estdo localizados no
intron 3 e sabe-se que o éxon 3 é excisado em umas das isoformas do RNA
mensageiro (RNAm), os autores especulam que esses dois SNPs, ou uma variante

proxima, poderiam afetar o processo de splicing do RNAm (Xie et al, 2008).

Além disso, Ota et al (2010) ndo encontraram uma associagao do

polimorfismo rs5992403 com a esquizofrenia, no entanto, foi observada uma
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participacdo dele na idade de acometimento da doenca (artigo gerado a partir dos

dados desse trabalho).

2.8.2 O gene ZDHHCS8 na patogénese da esquizofrenia

O gene ZDHHCS8, composto por 11 éxons, compreende cerca de 16
kb e pertence a uma familia de enzimas que compartiiham um dominio catalitico rico
em cisteina. Esse gene codifca uma enzima transmembrénica do tipo
palmitoiltransferase que é altamente expressa no cérebro de adultos. A palmitoilacéo é
uma modificagdo pos-traducional importante para o trafego de proteinas e para a
modulacdo de diversas proteinas citossolicas e de membrana, especialmente em

neurénios (el-Husseini Ael, Bredt, 2002).

Mukai et al observaram que a proteina PSD95, uma molécula
adaptadora que modula o numero de espinhas dendriticas, sofre palmitoilacdo através
de ZDHHC8 (Mukai et al, 2008). Em cérebros de camundongos adultos, foram
observados altos niveis de expressao da proteina ZDHHC8 no cortex e no hipocampo,
areas que parecem desempenhar um papel importante na fisiopatologia da
esquizofrenia (Mukai et al, 2004). Em adigdo, camundongos mutantes para o gene
ZDHHC8 demonstraram déficits cognitivos e comportamentais, e na inibigao pré-pulso,
um endofendtipo neurocognitivo presente na esquizofrenia (Mukai et al, 2004). Mukai et
al sugeriram que a proteina ZDHHC8 afeta o comportamento ao interferir na
transmissdo glutamatérgica, um sistema importante para o desenvolvimento da

esquizofrenia (Mukai et al, 2004).

Utilizando um mapa genético de 72 SNPs distribuidos na regiao de
1,5 Mb em 22q11.2, Liu et al detectaram uma associagdo de duas sub-regides com a
esquizofrenia, sendo que, em uma delas, se encontrava o polimorfismo rs175174
(A/G), do gene ZDHHCS, que apresentou a mais forte associagao de todos os 72 SNPs
investigados (Liu et al, 2002). Posteriormente, Mukai et al demonstraram in vitro que o
polimorfismo rs175174 modula a retengdo do intron 4, influenciando no nivel de

transcrito totalmente funcional. Além disso, estudando 389 trios de portadores de
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esquizofrenia e seus pais, de origem africana ou americana, eles verificaram que o
alelo A era mais transmitido para portadoras de esquizofrenia do sexo feminino, mas

essa associagéo ndo era reproduzida em homens (Mukai et al, 2004).

A partir desses dois estudos, o gene ZDHHCS8 e, particularmente, o
polimorfismo rs175174 vem sendo amplamente investigado quanto a suscetibilidade a
transtornos psiquiatricos. Em 2004, utilizando tanto estudos caso-controle quanto de
familias, Chen et al confirmaram a associacdo do polimorfismo rs175174 com a
esquizofrenia e também de outros dois polimorfismos no mesmo gene em uma
populacdo chinesa. No entanto, nesse estudo, o alelo G foi indicado como o de

suscetibilidade a doenca, contrariando os achados de Mukai et al (Chen et al, 2004).

Outros estudos realizados em pacientes com esquizofrenia,
provenientes de populagdes europeias e asiaticas, ndo encontraram associagao entre o
SNP rs175174 e a doencga (Faul et al, 2005; Otani et al, 2005; Saito et al, 2005; Glaser
et al, 2006; Demily et al, 2007). Em 2010, Xu et al realizaram uma metanalise utilizando
10 estudos independentes e também nao observaram associagdes positivas com a
esquizofrenia, mesmo apods correcao da estratificagdo para etnia ou género (Xu et al,
2010). Aléem disso, em populagdo coreana, Shin et al também nado observaram
diferencas entre casos e controles quanto ao polimorfismo rs175174, no entanto, eles
relataram uma associacdo com anormalidade em movimentos oculares de rastreio

lento, um endofendtipo da esquizofrenia (Shin et al, 2010).

2.8.3 O gene TBX1 na patogénese da 22q11DS

O gene TBX1, ortélogo ao Thx1l de camundongos, pertence a uma
familia de genes que codifica fatores de transcrigdo (Bollag et al, 1994; Kispert et al,
1995). O TBX1 possui trés isoformas, mas o transcrito 9C é o principal transcrito nos

humanos (Gong et al, 2001) (Figura 3).

22



Revisao da Literatura

e R R ENME R

Figura 3 — Estrutura genémica do gene TBX1. Existem trés transcritos: 9A, 9B e 9C, sendo
que os éxons de 1 a 8 sdo comuns para os trés transcritos e o éxon 10 s6 esta presente no
transcrito 9B. Adaptado de Yagi et al (2003).

QOutras proteinas T-box foram identificadas em outras espécies e
parecem desempenhar um papel no desenvolvimento do coragdo. Além disso, genes
dessa familia sdo dose-sensiveis e trés deles foram associados a outras doencgas (Yagi
et al, 2003).

Estudos em camundongos demonstraram que o gene Thxl se
expressa durante a embriogénese nos arcos faringeos, bolsas faringeas e vesicula
otica (Chieffo et al, 1997) e que sua haploinsuficiénica causa defeitos cardiacos e
vasculares (Lindsay et al, 2001; Vitelli et al, 2002). Além disso, camundongos
homozigotos sem Tbx1l também apresentam um fendtipo semelhante a 22q11DS,
incluindo defeitos no timo e na paratiredide, problemas cardiacos e alguns defeitos
craniofaciais e esqueléticos (Jerome, Papaioannou, 2001).

Dos aproximadamente 30 genes comumente deletados nos
pacientes com a 22q11DS, o TBX1 é o unico gene que mostrou, apdés extensas
analises funcionais em camundongos, a relagdo entre haploinsuficiéncia com um
fendtipo convincentemente similar ao da sindrome humana (Baldini, 2005). Além disso,
foi relatado um paciente com a 22q11DS que apresentava uma pequena delecido de
750 kb envolvendo os genes TBX1 e COMT (McQuade et al, 1999).

Inicialmente, a analise de mutacdo em um total de 162 pacientes
sem delecao falhou em identificar alteragdes patogenicamente significantes (Chieffo et
al, 1997; Gong et al, 2001; Conti et al, 2003).

Apenas em 2003, Yagi et al identificaram trés mutagées do TBX1,

duas de sentido trocado (F148Y e G310S) e uma de alteracdo no quadro de leitura

(1223delC) em 5 pacientes com fenoétipo caracteristico, mas com auséncia da delegao
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22q11.2, sugerindo um importante papel do gene na origem das caracteristicas

principais do fenotipo, incluindo-se os defeitos cardiacos (Yagi et al, 2003).

Uma outra mutagdo de alteragdo no quadro de leitura (1320-
1342del23pb) foi encontrada por Paylor et al em uma familia com caracteristicas da
sindrome mas sem a delecdo 22911.2. Os dois filhos portadores da mutagao
apresentavam defeitos cardiacos, mas ndo a méae, também portadora. Além disso, um
dos filhos apresentava sindrome de Asperger, sugerindo que a haploinsuficiéncia de

TBX1 poderia predispor a doencgas psiquiatricas (Paylor et al, 2006).

Em 2007, Zweier et al selecionaram 10 pacientes sem a delecao
22q11.2 e, por sequenciamento direto, encontraram, em um deles, uma mutagéo de
sentido trocado (582C>G) que leva a substituicdo de uma histidina conservada
evolutivamente por uma glutamina na posi¢gao 194 dentro do dominio T-box (Zweier et
al, 2007).

No mesmo ano, Torres-Juan et al identificaram duas mutagdes, uma
de sentido trocado (1232T>C) e uma na regido 5" nao traduzida (-39C>T) que afeta um
nucleotideo altamente conservado evolutivamente (Torres-Juan et al, 2007). A analise
funcional da mutacao -39C>T mostrou que ela aumenta em pelo menos duas vezes a
producao da proteina TBX1. Como esta mutagao pode ser considerada funcionalmente
similar a microduplicagao 22q11.2 e esta foi descrita em pacientes com deficiéncia
mental (Yobb et al, 2005), os autores analisaram 200 pacientes com deficiéncia mental
e negativos para a sindrome do X fragil e encontraram trés portadores da mutacéo -
39C>T.

N&o foram encontradas mutagbes no gene TBX1 em dois estudos
que avaliaram 91 pacientes portadores de defeitos cardiacos congénitos né&o-
sindrémicos (Conti et al, 2003; Cabuk et al, 2007). Além disso, dois outros trabalhos
nao encontraram diferencas significantes nas frequéncias dos alelos ou haplétipos de
polimorfismos no gene TBX1 em pacientes com alteragbes psiquiatricas. Funke et al
analisaram 9 SNPs do gene TBX1 em 446 pacientes com doengas psiquiatricas sendo

226 com esquizofrenia, 67 com doencga esquizoafetiva, 82 com doenca bipolar e 29
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com depressdo maior (Funke et al, 2007). Ma et al avaliaram trés SNPs em 328

esquizofrénicos e 288 controles normais da populagao chinesa (Ma et al, 2007).
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3 METODOS

3.1 Casuistica

A casuistica do presente trabalho foi composta por 200 pacientes
com esquizofrenia regularmente acompanhados, 200 individuos controles e 70
portadores do fendtipo clinico da 22q11DS. Os participantes do estudo foram

selecionados, principalmente, dos centros descritos abaixo:

1. Pacientes com esquizofrenia foram provenientes do
Ambulatério de Psiquiatria do Hospital Sdo Paulo pelo Programa de Assisténcia a
Esquizofrenia (PROESQ);

2. Pacientes portadores do fenétipo clinico da 22q11DS foram
selecionados pelo Centro de Genética Médica da UNIFESP, pelo Instituto da Crianca
do Hospital das Clinicas da FMUSP e pelo Setor de Neurogenética e Neurofisiologia da
FMRP-USP;

3. Individuos controles sem diagndstico ou historico familiar de
doencas psiquiatricas, selecionados pelo Laboratério Interdisciplinar de Neurociéncias
Clinicas (LINC) da UNIFESP e provenientes da cidade de Itapetininga, do centro de
solidariedade aos trabalhadores (CST) e das empresas de limpeza, manutencao e
seguranga da UNIFESP.

Apenas para a analise de CNVs, foram incluidos 89 portadores de
esquizofrenia e 127 individuos controles de Porto Alegre, em colaboracdo com o Dr.
Diogo Lara. Os pacientes eram provenientes do ambulatorio de esquizofrenia da
residéncia do Departamento de Psiquiatria da PUC-RS e da Associacdo Gaucha de

Familiares de Pacientes Esquizofrénicos e Demais Doengas Mentais.
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O grupo de portadores do fenétipo clinico da 22911DS foi descrito
previamente por Pacanaro et al (2010), cujo estudo envolveu a investigagdo da
presencga, origem e extensdo da delegao 22q11.2 por meio de FISH (hibridagao in situ
por fluorescéncia) e MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification) nesses
pacientes. Dessa forma, a seguir estdo caracterizados apenas os grupos de portadores

de esquizofrenia e o de individuos controles.

Na Tabela 1, estdo descritos dados como sexo, média, mediana,
maximo, minimo e desvio padrao (DP) da idade e da idade de acometimento da
doenga, fornecidos através da avaliagdo psiquiatrica. Também estdo informados a

média e DP da ancestralidade, obtidos com o uso de marcadores genéticos.

Tabela 1 — Caracterizagao da amostra de pacientes com esquizofrenia e individuos
controle.

Casos Controles
Variavel
N Frequéncia N Frequéncia
Sexo 200 200
Masculino 136 68,0% 110 55,0%
Feminino 64 32,0% 90 45,0%
Refratariedade 151
Sim 75 496% | | @ -
Nao 76 50,4% | | @ -
Valores Valores
5 ——
Idellde. na 12 avaliagao 199 185
psiquiatrica
- J 35,08 (9,91) / 34 38,59 (13,40) /
Média (DP) 0 37.92 (12,34) 0 37,57 (13,12)
Mediana 3325/ 34 4336/2 36
Idade minima 316/ 18 316171217
Idade maxima 46419 68 3741273
Idade de acometimento 184
- 4 23,31 (7,09) /
Média (DP) v317(ae) | | T
Mediana 422221 | | -
Idade minima 313/912 | | -
Idade maxima 3571943 | | -
Ancestralidade 172 149
Européia (DP) 0,670 (0,22) 0,698 (0,19)
Africana (DP) 0,178 (0,17) 0,160 (0,16)
Nativo Americana (DP) 0,152 (0,14) 0,142 (0,11)

N: Ndmero de individuos analisados; DP: Desvio padrao

28



Métodos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da UNIFESP/HSP (Processos n° 01737/06 e n°1076/07) (Anexos | e Il). Os pacientes e
individuos controles foram informados da realizagdo da pesquisa e assinaram um
termo de consentimento para participar desta (Anexos Ill e IV). Como esquematizado
na Figura 4, os pacientes com esquizofrenia e os portadores do fendtipo clinico da
22q11DS foram submetidos as avaliagées cardiaca e genético-clinica. Além disso, os
pacientes com esquizofrenia e os individuos controles realizaram avaliagdes
psiquiatricas, neuropsicologicas e neuroestruturais. De toda a casuistica foi coletado

sangue para a analise genética.

]
v
AVALIAGRO CARDIACA AVALIA(}ﬁO PSIQUIATRICA,
E GENETICO-CLINICA NEUROPSICOLOGICAE

Figura 4 — Desenho esquematico representando as avaliagées a que foram submetidos cada
grupo.
22q11DS: Sindrome da delecao 22q11.2.

3.2 Avaliacao psiquiatrica

3.2.1 Pacientes portadores de esquizofrenia

Os pacientes portadores de esquizofrenia foram recrutados no

PROESQ, coordenado pelo Prof. Dr. Rodrigo Affonseca Bressan. Todos os individuos
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que concordaram em participar na pesquisa foram submetidos a uma avaliagao clinica
inicial que consiste na aplicagdo da Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV
(Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders) — SCID | (First et al, 1996),
modilos A, B, C, D e E. Essa avaliacdo teve duracdo estimada de 30 minutos e os
individuos que preencheram critérios para esquizofrenia segundo a SCID-lI foram

convidados a fazer uma avaliagdo complementar que consistiu de:

1. Positive and Negative Symptom Scales: Instrumento
desenhado para avaliar sintomas positivos, negativos e de psicopatologia geral em
pacientes portadores de esquizofrenia (Kay et al, 1987). Instrumento traduzido e

validado no Brasil por Vessoni (Vessoni, 1993);

2. Calgary Depression Scale: Avalia sintomatologia depressiva
atual. Instrumento traduzido e validado no Brasil por Bressan et al (Bressan et al,
1998);

3. Entrevista estruturada para avaliar o uso pregresso e atual
de drogas. Mdédulo de uso de drogas da Escala de Gravidade de Dependéncia

(Addiction Severity Index — ASI) adaptado pelos pesquisadores;

4. Escala abreviada de Qualidade de Vida da Organizacao
Mundial de Saude (WHOQOL BREF);

5. Clinical Global Impressions- Severity: Avalia a gravidade da

doenca;

6. Global Assessment of Functioning: Avalia o nivel de

comprometimento funcional dos pacientes.

Para todos os instrumentos mencionados acima foi realizado

treinamento da aplicagao para os entrevistadores.

Os pacientes foram agrupados quanto a idade de acometimento

(acima ou abaixo de 18 anos) e também foram agrupados quanto a refratariedade. O
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algoritmo  mais recente, o0 Schizophrenia  Algorithm da International

Psychopharmacology Algorithm Project (www.ipap.org), define que um paciente €&

considerado como refratario se ndo responder a dois ensaios clinicos de quatro a seis
semanas de duragdo de monoterapia com dois antipsicoticos de segunda geracao, ou
a dois ensaios com um antipsicotico de primeira geragao, se nao estiverem disponiveis

os de segunda geracao (Elkis, Meltzer, 2007).

3.2.2 Individuos controles

Os individuos controles foram recrutados pelo LINC, coordenado
pelo Prof. Dr. Rodrigo Affonseca Bressan, e pareados quanto a sexo e idade e
ancestralidade. O diagnéstico psiquiatrico atual ou pregresso foi avaliado pela SCID-I.
Foram critérios de exclusao: ter diagnostico psiquiatrico atual ou pregresso, ter historia
familiar de transtorno psicético grave ou transtorno mental grave na familia, ser incapaz
de fornecer consentimento livre e esclarecido, ser portador de qualquer doenca clinica

cronica de natureza inflamatdria ou tumoral.

Apos confirmacdo do perfil do individuo como controle ele foi

submetido a uma avaliacao clinica complementar descrita abaixo:

1. Calgary Depression Scale: Avalia sintomatologia depressiva

atual. Instrumento traduzido e validado no Brasil por Bressan et al (1998);
2. Entrevista estruturada para avaliar o uso pregresso e atual
de drogas. Médulo de uso de drogas da Escala de Gravidade de Dependéncia (ASI)

adaptado pelos pesquisadores;

3. Escala WHOQOL BREF;

3.3 Avaliagao genético-clinica
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Os pacientes portadores de esquizofrenia e do fendtipo clinico da
22q11DS foram submetidos a um protocolo especial de estudo genético-clinico que

consiste em avaliagdo clinica e exame antropométrico.

Foram realizados os seguintes procedimentos: 1) Anamnese com o
préprio paciente e/ou seus familiares abordando: identificacdo, etnia, antecedentes
morbidos pessoais e familiais, tempo de diagnostico da doenga, presenca de
consanguinidade e contru¢cado do heredograma; 2) Exame fisico geral e genético-clinico
com descricdo detalhada do fendtipo externo e antropometria segundo ficha padrao
prépria, modificada a partir dos dados da Specialist Fact Sheet retirada do site The
Velo-Cardio-Facial Syndrome Educational Foundation (Anexo V), para investigar a

presenca de sinais da 22q11DS.

As medidas antropométricas que compuseram o exame fisico foram:
peso, estatura e perimetro cefalico. Na face foram obtidas as distancias intercantais
externa (DICE) e interna (DICI), a partir das quais foi calculada a distancia inter-pupilar
através da férmula (DICE-DICI)/2 + DICI, o comprimento do filtro labial e tamanho das
orelhas. Nos membros foram medidos o comprimento total das maos e do dedo médio,
o comprimento dos pés, a distancia pelvi-podalica e envergadura. Todas as medidas
foram realizadas segundo técnica descrita por Hall et al (1989) e comparadas com
tabelas apropriadas. Foram consideradas alteradas as medidas que se apresentavam
desviadas além do segundo DP da média, para baixo ou para cima. Em todos os

pacientes foi realizada a documentagé&o fotografica.

Para avaliar se os pacientes apresentavam hipocalcemia, foi
realizada dosagem de calcio sérico no Laboratério Central do Hospital Sao Paulo,

sendo adotados os valores de referéncia do laboratorio (8,0-10,5 mg/dL).

3.4 Avaliagao cardiaca

Para um refinamento da avaliagdo genético-clinica, os pacientes

foram submetidos a uma avaliagdo cardiaca. As anormalidades cardiacas foram
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avaliadas pelo exame fisico, eletrocardiograma e ecocardiograma transtoracico com
Doppler a cores. Foram utilizadas para esta avaliagcdo fichas cardiolégicas

padronizadas.
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3.5 Avaliagao neuropsicolégica

Um total de 115 pacientes portadores de esquizofrenia foi submetido
a uma bateria de testes neuropsicolégicos a fim de avaliar memoaria de trabalho visual,
controle inibitorio, flexibilidade cognitiva, aprendizado e memoria verbal, velocidade de
processamento, planejamento, abstracdo, fluéncia verbal e quociente de inteligéncia.

Para tanto, foram utilizados os seguintes testes:

1. Teste de Memoéria de Memoéria Visual (Primi, 2002). Esse

instrumento foi aplicado conforme descrito por Berberian et al (2009).

2. Hopkins Verbal Learning Test Revised (HVLT-R) avalia
memoria episodica verbal e consiste em trés apresentagdes de uma lista de 12
palavras, com evocacédo imediata apos cada apresentacdo (variaveis Hopkins 1,
Hopkins 2 e Hopkins 3), evocacao tardia apdés 20-25 minutos (variavel Hopkins

evocagao) e reconhecimento.

3. Lista de palavras. O teste avalia atualizagao e foi adaptado
de Yntema (Yntema, 1963).

4. Teste de sequéncia de letras. O teste também avalia

atualizacdo e foi adaptado de Morris e Jones (Morris, Jones, 1990).

5. Teste de Stroop computadorizado (Capovilla et al, 2007).
A versdo computadorizada do teste de Stroop foi utilizada para avaliar controle

inibitorio. Esse instrumento foi aplicado conforme descrito por Berberian et al (2009).
6. Teste de Trilhas. Esse teste foi utilizado para medir

flexibilidade cognitiva. Esse instrumento foi aplicado conforme descrito por Berberian et
al (2009).
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7. Teste de Geragdao Semantica (Capovilla et al, 2007). Por
meio desse teste foi avaliado o controle inibitério. Esse instrumento foi aplicado

conforme descrito por Berberian et al (2009).

8. Teste WCST. Um instrumento que foi desenvolvido para
avaliar o raciocinio abstrato e modificagdo de estratégias cognitivas como resposta a
alteragdes nas contingéncias ambientais. O teste foi adaptado de Robinson et al
(Robinson et al, 1991).

9. Torre de Londres. Compreende uma base com trés hastes
verticais e trés esferas coloridas (vermelha, verde e azul) e avalia a habilidade de

planejamento. O teste foi adaptado por Krikorian et al (Krikorian et al, 1994).

10. Teste de Fluéncia Verbal. A versao do teste utilizada
requeria que o participante falasse o maior numero possivel de palavras comegadas

com as letras F, A e S, tendo um minuto para cada letra (Benton, Hamsher, 1989).

11. Teste Nao-Verbal de Inteligéncia. Para a avaliagdo dos
aspectos de inteligéncia foi utilizado o Teste Nao Verbal de Inteligéncia — R1 (Oliveira,

Alves, 2002), que avalia aspectos de inteligéncia por medidas nao verbais.

A analise estatistica associando as variaveis neuropsicoldégicas com
genotipos dos quatro polimorfismos estudados foi realizada por meio de Analise de
Covariancia (ANCOVA) com post hoc de Bonferroni. Foi assumido um indice de

significancia p<0,05.

3.6 Avaliagao neuroestrutural

Os pacientes portadores de esquizofrenia e os individuos controles
foram submetidos a uma avaliagdo neuroestrutural utilizando-se de imagens de
ressonancia magnética. Esta avaliagdo foir realizada em colaboracdo com a Dra

Andrea Parolin Jackowski do Departamento de Psiquiatria da UNIFESP.
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As imagens de RM foram adquiridas em um aparelho (Magnetom
Sonata (Maestro Class) — Siemens AG, Erlangen, Alemanha) de 1.5 Tesla utilizando
uma bobina de cranio com 8 canais. A sequéncia de aquisigdo utilizada foi uma
sequéncia T1 sagital gradiente eco 3D com reconstru¢ao multiplanar (TR=2000ms,
TE=3.42, FOV= 256 mm, flip angle=15° espessura = 1mm, matriz= 256X 256,

totalizando 160 cortes).
Analise

O Statistical Parametric Mapping (SPM) (Wellcome Department of
Cognitive Neurology, Reino Unido) é um conjunto de ferramentas gratuitas para o pré-
processamento e analise estatistica de dados de neuroimagem e sinais elétricos,
criado pelo Wellcome Department of Imaging Neuroscience do University College of
London. A interface com o sistema operacional (Windows®, Linux, Macintosh®) é

realizada através do Matlab®.

Para os dados de ressonéncia magnética, a metodologia para a
analise volumétrica voxel-a-voxel utilizada foi a VBM (Ashburner, Friston, 2000),
toolbox do SPM. Nesta técnica, as imagens de ressonancia magnética sé&o
segmentadas automaticamente em extratos de substancia cinzenta, substéncia branca
e liquor e apds varios processos adicionais, os compartimentos podem ser comparados
estatisticamente entre os grupos, a fim de detectar agrupamentos de voxels nos quais

ha diferengas volumétricas significativas.

Neste estudo utilizamos o toolbox VBM5 que esta implementado no
SPM5, que é executado em Matlab®. As imagens pesadas em T1, no seu formato
original (DICOM), foram convertidas para o formato NIFTI-1. As imagens convertidas
foram segmentadas em dois compartimentos (substancia cinzenta e branca) e
normalizadas espacialmente em relagdo ao template disponivel no SPM. As imagens
de substancia cinzenta normalizadas foram suavizadas com filtro gaussiano de 10 mm.
Os mapas probabilisticos da substancia cinzenta foram comparados voxel-a-voxel
usando uma ANCOVA, sendo o volume encefélico utilizado como covariavel. O valor
de significancia utilizado foi de p<0.05, corrigido para multiplas comparagdes utilizando

corregdes para pequenos volumes.
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3.7 Avaliagcao genética

3.7.1 Estudo citogenético

3.71.1 Coleta de sangue e cultura de linfécitos

Para os pacientes portadores de esquizofrenia ou do fenétipo clinico
da 22q11DS foram coletados cerca de 5 mL de sangue em tubos contendo
anticoagulante heparina para o exame citogenético. As culturas de linfocitos e as
preparagdes cromossOmicas foram realizadas segundo modificacdo da técnica de
Moorhead et al (1960).

Foram semeados cerca de 0,5 mL de sangue total, em tubos de 15
mL contendo 5 mL de meio de cultura RPMI-1640 (Gibco, Grand Island, EUA), 10% de
soro fetal bovino e 0,2 mL de fito-hemaglutinina. As culturas foram homogeneizadas e
colocadas em estufa a 37°C por 72 horas. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL de

colchicina (Sigma, Sait Louis, EUA), a uma concentragéo final de 0,08 ug/mL.

Apds 45 minutos, os tubos foram centrifugados a 1100 rpm por 5
minutos e o sobrenadante desprezado. Foram adicionados 4 mL de solug&o hipotbnica
(KCI 0,075M), o material foi ressuspendido e colocado em estufa a 37°C por 8 minutos.
Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de solucéo fixadora, contendo metanol (Merck,
Darmstadt, Alemanha) e acido acético glacial (Merck, Darmstadt, Alemanha) na
propor¢cdo de 3:1, e os tubos foram novamente centrifugados a 1100 rpm por 5
minutos, desprezando-se o sobrenadante. Ao sedimento, foram adicionados 4 mL de
solucgédo fixadora. Esse procedimento foi repetido trés vezes e os tubos foram colocados
em geladeira a 4°C durante uma hora antes da preparagao das laminas. Em seguida, o

material foi ressuspendido e pingado em laminas previamente lavadas.
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3.71.2 Coloragao cromossémica por bandamento G

A coloragao em bandamento G foi realizada segundo modificagao da

técnica descrita por Sanchez et al (1973).

ApoOs permanecerem por cinco dias em estufa a 37°C, as laminas

foram imersas em tampéao fosfato 0,06 M a 37°C por 5 minutos.

Em seguida, uma solugéo de corante foi preparada na proporgao de
1:3 de corante Wright (Merck, Darmstadt, Alemanha) e tampéo fosfato 0,06 M,
respectivamente, e uma camada da mesma foi colocada sobre as laminas durante 1

minuto e 30 segundos.

3.71.3 Técnica de Hibridagao in situ Fluorescente (FISH)

A técnica de FISH para verificar a microdele¢cdo de 22q11.2 no
paciente T158 (que apresentou a delecao pelo MLPA) foi realizada com a sonda para a
regido critica da DGS (DiGeorge/VCFS Region Probe-Cytocell). Essa sonda detecta
delecdes em 22g11.2, e foi hibridada concomitantemente com a sonda especifica para
a regiao subtelomérica do brago longo do cromossomo 22 (22qter), utilizada como
controle. O procedimento foi realizado conforme protocolo recomendado pelo fabricante
(Cytocell).

3.71.4 Analise citogenética

Para a analise citogenética, foram analisadas 20 metafases sob
bandamento G, por individuo. A andlise foi feita em microscopio dptico Zeiss®
(Oberkochen, Alemanha) em aumento de 1000x, sendo trés metafases capturadas no

Sistema de Imagem de Cariétipo IKAROS (Metasystem®, Alemanha). Os cromossomos
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metafasicos com resolugcdo de 550 bandas cromossémicas foram classificados
conforme descrito no International System for Human Cytogenetic Nomenclature
(ISCN,2009).

3.7.2 Estudo molecular

3.7.21 Extracao e armazenamento de DNA

Aproximadamente 5 mL de sangue foram coletados em tubo
contendo anticoagulante EDTA, para a analise molecular. A partir dos linfécitos
periféricos, o DNA foi extraido por meio do kit Gentra Puregene (Qiagen, Maryland,

Estados Unidos), segundo as instrugdes do fabricante.

Aproximadamente 3 mL de sangue total foram adicionados em um
tubo de 15 mL contendo 9 mL da solugdo RBC Lysis (Qiagen, Maryland, Estados
Unidos). Apos 10 minutos de incubacgéo, os tubos foram centrifugados a 2000 g por 10

minutos e o sobrenadante foi desprezado.

Foram adicionados 3 mL da solugdo Cell Lysis (Qiagen, Maryland,
Estados Unidos) para ressuspender as células e 1 mL da solugdo Protein Precipitation
(Qiagen, Maryland, Estados Unidos). Os tubos foram novamente centrifugados a 2000
g por 10 minutos e o sobrenadante foi adicionado em um novo tubo de 15 mL contendo
Isopropanol 100% (Merck, Darmstadt, Alemanha). A solugao foi homogeneizada e ap6s

ser centrifugada a 2000 g por 3 minutos, o sobrenadante foi desprezado.

Foram adicionados 3 mL de etanol 70% e os tubos foram
centrifugados a 2000 g por 1 minuto. O precipitado contendo o DNA foi seco e
hidratado com 250 uL da solugdo DNA Hydration (Qiagen, Maryland, Estados Unidos)

e os tubos foram incubados a 65°C por 1 hora e depois a 37°C por 16 horas.
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Em seguida, o DNA foi transferido para um tubo de 1,5 mL e
quantificado por meio do NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Nanodrop,
Wilmington, EUA). Uma aliquota foi diluida a 100 ng/uL e o restante foi armazenado em

geladeira ou freezer -20°C.

3.7.2.2 Analise de ancestralidade

Para a analise de ancestralidade, as amostras de DNA, tanto de
pacientes portadores de esquizofrenia quanto de individuos controles, foram
aliquotadas em 10 uL e diluidas a 20 ng/uL. As amostras foram processadas e
analisadas no Laboratoério de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do
Para pelo grupo do Dr. Sidney Santos, em colaborag¢ao. Para tanto, foi utilizado um
painel contendo 48 marcadores informativos de ancestralidade (Santos et al, 2010), e
que permite distinguir diferentes populagbes, como européia, africana e nativo
americana, e identificar subestrutura em populagdes miscigenadas. Esse painel foi
composto por 16 marcadores de ancestralidade africana, 16 marcadores de

ancestralidade européia e 16 marcadores de ancestralidade nativo americana.

Para cada ensaio de PCR (Reagdo em cadeia da polimerase)
multiplex foi realizada uma mistura com um volume de 12,5 uL contendo: Tampéao de
Amplificacdo com 3mmol/L de MgCl, (1x), 125 uL de cada dNTP, 2 unidades de
AmpliTaq Platinum DNA Polymerase (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, EUA),
mix de primers a diferentes concentragdes e 10-20 ng de DNA. A ciclagem utilizada foi:
95°C por 11 minutos, 10 ciclos de 94°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 70°C por 2
minutos, 17 ciclos de 90°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 70°C por 2 minutos com
extensdo final de 60°C por 60 minutos. Em amostras contendo 1 uL do produto
amplificado foram adicionados 8,5 uL de formamida (Applied Biosystems, Foster City,
EUA) e 0,5 uL de padrédo de peso 500 liz (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Os
fragmentos de DNA foram separados por meio do ABI prism 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, EUA) e analisados com o software GeneMapper 1D
v3.2.
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3.7.2.3 Estudo molecular por meio da técnica de MLPA

A metodologia de MLPA se baseia em uma PCR multipla, na qual
sondas adicionadas sao amplificadas. Cada sonda é constituida de duas partes, as
quais hibridam em locais adjacentes na sequéncia alvo de DNA. Cada metade possui
uma sequéncia para um primer universal e uma delas é intercalada por uma sequéncia
variavel em tamanho, a qual permite distinguir as diferentes sondas (Figura 5). Dessa
forma, quando é realizada a PCR, primers marcados com substancia fluorescente séo
adicionados a reacao, permitindo que as sondas amplificadas sejam detectadas pelo
sequenciador. Assim, quando existe delecdo de alguma regido, a sonda nao
amplificara, e as regides deletadas poderéo ser identificadas ao se comparar com um
controle normal. Esta € uma técnica tanto qualitativa quanto quantitativa, capaz de
detectar variagdes no numero de copias dessas regides, e foi realizada em colaboragao

com a Dra. Denise Maria Christofolini e MS Fernanda da Silva Teixeira Bellucco.

Para a técnica de MLPA, foi utilizado o kit DGS/VCFS (SALSA MLPA
KIT P250 DiGeorge probemix — MRC-Holland, Amsterda, Holanda), o qual consiste em
13 sondas para a regiéo critica DGS/VCFS (regi&o critica da 22q11DS), 5 sondas para
a regido critica da sindrome Cat Eye, duas sondas controle do cromossomo 22
localizadas em 22013 e 6 sondas para a segunda regido critica da sindrome de
DiGeorge em 10p, além de 19 sondas especificas para regides cromossdémicas de
435, 8p23, 9q34.3 e 17p13.3, também relacionadas a sindrome. As sondas utilizadas

nesse protocolo estdo descritas no Anexo VI.

A metodologia foi constituida de trés etapas principais: 1) etapa de
preparagao do DNA e hibridacdo com as sondas, 2) etapa de ligagdo das sondas
hibridadas e 3) etapa de amplificagcdo das sondas ligadas por PCR, de acordo com o
protocolo do fabricante (MRC-Holland, Amsterda, Holanda). Essas etapas estdo

representadas na Figura 5.
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1. Desnaturacio e Hibridagao

Sequénciareconhecida pele primerX Sequénciarecenhecida pelo primerY
& _/
Sequénciavatiavel

Sondai Sonda2

2. Ligacdo
¢

— " —
|

3.PCR com primers universais X e Y
Amplificacdo exponencial apenas das sondas ligadas

Sequancia X Sequéncia variavel SequénciaY

4. Analise dos fragmentos

Figura 5 — Etapas da metodologia de MLPA. Primeiro ocorre a desnaturagao e hibridagéo das
sondas, em seguida, as sondas s&o ligadas por meio de uma enzima ligase. Na terceira etapa,
€ realizada uma PCR para amplificagdo das sondas ligadas, permitindo a analise de
fragmentos. Modificada de http://www.mrc-holland.com.

Na primeira etapa, 5 uL de DNA, a uma concentragdo de 100 ng/pul,
foram pipetados em tubos de 0,2 uL e em seguida submetidos a uma desnaturagéo a
98°C por 5 minutos e resfriamento a 25°C. Nesse momento, para cada reacéo foi
adicionada uma mistura de 1,5 uL de tampdo MLPA e 1,5 uL de probemix. Em

seguida, os tubos foram incubados a 95°C por 1 minuto e a 60°C por 16 horas.

Na etapa de ligacao, para cada reacao foi preparada uma mistura
contendo: 3 puL de tampé&o A ligase-65, 3 uL de tampéo B ligase-65, 25 uL de agua e 1
pL de ligase-65. Quando as amostras estavam a 54°C, 32 uL dessa mistura foram
adicionados a cada tubo. Em seguida, os tubos foram incubados a 54°C por 15

minutos, 98°C por 5 minutos e mantidos a 4°C.
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Na terceira etapa, 10 uL do produto de ligagdo foram transferidos
para um novo tubo de 0,2 uL contendo uma mistura de 4 uL de tampao SALSA PCR e
26 uL de agua e colocados em termociclador a 72°C. Em cada tubo, foi adicionada uma
nova mistura contendo: 2 uL de primers SALSA, 2 uL de tampao de diluigdo da enzima
SALSA, 5,5 uL de agua e 0,5 uL de SALSA polimerase. Em seguida, os tubos foram
submetidos a uma PCR com o seguinte programa: 95°C por 30 segundos, 11 ciclos de
72°C por 30 segundos, 72°C por 60 segundos, 95°C por 30 segundos, seguidos de 27
ciclos a 60°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, 72°C por 20 segundos.

Para a analise dos fragmentos, foram pipetados em uma placa de
sequenciamento: 1 uL do produto de PCR, 0,2 uL de padrdo de peso 500 liz e 8,8 uL
de formamida. Entdo as amostras foram desnaturadas a 98°C por 5 minutos, resfriadas
por 3 minutos em freezer e analisadas em sequenciador ABI prism 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA) da Disciplina de Endocrinologia da
UNIFESP. Os resultados gerados foram analisados por meio do software GeneMarker
(SoftGenetics, EUA).

3.7.24 Determinagao dos gendtipos do gene UFD1L

Foram estudados trés polimorfismos do gene UFDI1L: rs5992403
(A/G), rs5746744 (G/C) e rs1547931 (G/C). O primeiro foi analisado pela metodologia
de PCR em tempo real com sistema de detec¢ao Taqman® (Applied Biosystems, Foster
City, EUA) e os outros dois pela metodologia de Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP).

Polimorfismo rs5992403
A metodologia de PCR em tempo real com sistema de deteccao
Tagman® se baseia na confeccdo de primers especificos para a regido estudada

(forward e reverse) e de uma sonda para o alelo selvagem, marcada com um
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fluorocromo VIC, e uma sonda para o alelo polimérfico, marcada com o fluorocromo
FAM (6-carboxy-fluorescein). O DNA é desnaturado e ocorre a ligagdo da sonda
correspondente ao DNA (mutado ou selvagem). Ocorre, entéo, a ligagdo dos primers
que iniciam a polimerizagdo da regido e ao encontrar a sonda (ja hibridada) ha
liberagao do fluorocromo, gerando assim, um sinal que sera captado pelo equipamento,
identificando o alelo presente. Dessa forma, os resultados s&o dados pela presenga ou
auséncia da amplificacdo de cada alelo, como mostra a Figura 6a. As amostras s&o
entdo genotipadas e colocadas em um grafico que as separa em clusters dos

diferentes gendtipos (Figura 6b).
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Figura 6 — Graficos obtidos com a PCR em Tempo Real com sistema TaqMan. a)
Amplificacdo dos alelos marcados com VIC (em verde) e com FAM (em azul) em diferentes
amostras. A fluorescéncia passiva utilizada foi o ROX (em vermelho). b) Grafico mostrando os
clusters de gendtipos: amostras de homozigotos para o alelo 1 em vermelho, amostras de
heterozigotos em verde e amostras de homozigotos para o alelo 2 em azul.

Para o polimorfismo rs5992403, o ensaio utilizado (C_27846845_10)
foi composto por primers e sondas especificas, sendo que a complementar ao alelo G
foi marcada com fluorocromo VIC, e a para o alelo A foi marcada com fluorocromo
FAM. As sequéncias das sondas utilizadas foram: 5'-
ACGTAATTTAAAATAACGTTTAAAA[A/G]ITACCTATAAAAGGGGAAATAAATCA-3'.

O volume final da PCR foi de 12,5 uL, utilizando 6,25 uL de master
mix para genotipagem (Applied Biosystems, Foster City, EUA), 0,31 uL de mix de
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sondas e primers (40x), 5,44 uL de agua e 0,5 uL de DNA (contendo de 1-20ng). As
condigdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturagédo a 95°C por 3 minutos e 50 ciclos

de 3 minutos de desnaturagao a 95°C e 1 minuto e 30 segundos de extensao a 60°C.

Polimorfismo rs5746744

A metodologia de RFLP se baseia na amplificacdo de uma
sequéncia, seguida de uma fragmentagdo desse produto por uma enzima de restricao
que reconhece um sitio especifico que contém o polimorfismo. A presenca de

fragmentos de tamanhos diferentes indica o gendétipo de cada individuo.

Dessa forma, foram desenhados primers através dos programas

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) e Primer3

(http://primer3.sourceforge.net/) e as condi¢gdes foram avaliadas pelo programa

OligoAnalyzer (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/). As

enzimas a serem utilizadas foram selecionadas por meio do programa NEBcutter V2.0
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/).

Assim, os primers utilizados para a PCR do polimorfismo rs5746744
foram: 5-CCTGTGACCCAGGTTCTCC-3 (forward) e 5-
CCTTTGTCAGCATCTGGTTG-3" (reverse). A PCR foi realizada com os seguintes
reagentes: 1,5 uL de Tampé&o de Amplificacdo com (NH4)2SO4 (10x), 1,2 uL de MgCl,
(50 mmol/L), 0,6 uL de dNTP (contendo 2,5 mmol/L de cada um), 1 unidade de Taq
polymerase (Fermentas, Unido Européia), 0,6 uL de cada primer (10 umol/L) e 100 ng
de DNA em volume final de 15,2 uL. A ciclagem utilizada foi: 95°C por 3 minutos, 35
ciclos de 95°C por 1 minuto, 62°C por 1 minuto e 72°C por 30 segundos, com extensao
final de 72°C por 7 minutos. Apdés a PCR, os produtos foram analisados por meio de

eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
Para a digestdo enzimatica foram utilizados: 10,0 uL de produto de

PCR, 2,0 uL de tampéao Fast, 17 uL de agua e 1,0 uL de enzima Mval Fast (Fermentas,

Uniao Européia). A digestao foi realizada por 10 minutos a 37°C. A distribuicdo dos
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fragmentos foi analisada por eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo
de etidio (Figura 7).

O produto de PCR gerado apresentou 71 pb. A presenca do alelo G
gerou um sitio de restricdo para a enzima Mval, originando dois fragmentos: um de 32
pb e outro de 39 pb. Por outro lado, o alelo C nao possui sitio de restricdo para essa
enzima, mantendo o fragmento de 71 pb. Assim, apds a reagdo de digestdo, os
fragmentos identificados foram: gendtipo CC: 71 pb; gendtipo GG: 32 e 39 pb; e
gendtipo GC: 71, 32 e 39 pb. Apesar da resolugdo do gel de agarose nao permitir a
diferenciagao das bandas de 32 pb e 39 pb, a genotipagem das amostras foi possivel.

A distribuigcdo de bandas para esse polimorfismo esta representada na Figura 7.
M CC GG GG GC GG

100 pb—k" e «T1pb
50 pb — e
i M <+ 3239 pb

Figura 7 — Gel de agarose 3% apés a digestdo com a enzima Mval para o polimorfismo
rs5746744. Individuos com o genétipo CC apresentam apenas a banda de 71 pares de bases
(pb), os com gendtipo GG, as de 32 e 39 pb. Ja os heterozigotos GC apresentam as bandas de
71, 39 e 32 pb. M: Marcador de peso molecular de 50 pb (New England Biolabs, EUA).

Polimorfismo rs1547931

O polimorfismo rs1547931 do gene UFDI1L também foi genotipado
pela metodologia de RFLP. Dessa forma, os primers utilizados para a PCR foram: 5°-
GCACTCCCTCCTATCACCAA-3’ (forward) e 5-GCTGAGCCCAGTCCAGTTTA-3’
(reverse). A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 1,5 uL de Tampéao de
Amplificagdo com KCI (10x), 1,2 uL de MgCl, (50 mmol/L), 0,6 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 1 unidade de Taq polymerase (Fermentas, Unidao Européia),
0,6 uL de cada primer (10 umol/L) e 100 ng de DNA em volume final de 15,2 uL. A
ciclagem utilizada foi: 95°C por 3 minutos, 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 60°C por
45 segundos e 72°C por 30 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos
a PCR, os produtos foram analisados por meio de eletroforese em gel de agarose 1,5%

corado com brometo de etidio.
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Para a digestao enzimatica foram utilizados: 10,0 uL de produto de
PCR, 2,0 uL de tampéo Fast, 17 uL de agua e 1,0 uL de enzima Pstl Fast (Fermentas,
Uniao Européia). A digestao foi realizada por 10 minutos a 37°C. A distribuicdo dos
fragmentos foi analisada por eletroforese em gel de agarose 3% corado com brometo
de etidio (Figura 8).

O produto de PCR gerado apresentou 137 pb. A presencga do alelo G
gerou um sitio de restrigdo para a enzima Pstl, originando dois fragmentos: um de 84
pb e outro de 53 pb. Por outro lado, o alelo C nao possui sitio de restricdo para essa
enzima, mantendo o fragmento de 137 pb. Assim, apds a reacdo de digestdo, os
fragmentos identificados foram: gendtipo CC: 137 pb; gendtipo GG: 84 e 53 pb; e
gendtipo GC: 137, 84 e 53 pb. A distribuicdo de bandas para esse polimorfismo esta

representada na Figura 8.

M GG GC GG GG CC

— T e

Figura 8 — Gel de agarose 3% apdés a digestdo com a enzima Pstl Fast para o
polimorfismo rs1547931. Individuos com o gendtipo CC apresentam apenas a banda de 137
pares de bases (pb), os com gendtipo GG, as de 84 e 53 pb. Ja os heterozigotos GC
apresentam as bandas de 137, 84 e 53 pb. M: Marcador de peso molecular de 50 pb (New
England Biolabs, EUA).

3.7.2.5 Determinacgao dos genétipos do gene ZDHHCS8

O polimorfismo rs175174 do gene ZDHHCS foi genotipado por PCR
em tempo real utilizando o Ensaio Tagman SNP Genotyping® (C_25768026_10),
previamente descrito. As sequéncias das sondas utilizadas foram: 5'-
AGGTGGCCGTCCCTAGGTTGGGAGG[A/GIGGTTTGTCCACAGGCACCTGCTCTG-
3’, sendo que a sonda contendo o alelo A foi marcada com fluorocromo VIC e a com o
alelo G foi marcada com fluorocromo FAM. O volume final da PCR foi de 12,5 puL,
utilizando 6,25 uL de master mix para genotipagem (Applied Biosystems, Foster City,

EUA), 0,31 uL de mix de sondas e primers (40x), 5,44 uL de agua e 0,5 uL de DNA
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(contendo de 1-20ng). As condigdes de ciclagem utilizadas foram: desnaturacédo a 95°C
por 3 minutos e 50 ciclos de 3 minutos de desnaturagcdo a 95°C e 1 minuto e 30

segundos de extensao a 60°C.

3.7.2.6 Sequenciamento do gene TBX1

Dez pacientes com fenétipo tipico da 22q11DS, mas sem a delecéo
avaliada por citogenética e MLPA, foram selecionados para a analise de variantes
génicas por meio do sequenciamento direto de 11 éxons, incluindo 9A, 9B e 9C,
abrangendo, assim, as trés isoformas do gene TBX1. Anteriormente ao
sequenciamento, os éxons foram amplificados, sendo que as sequéncias dos primers
estao representadas na Tabela 2. Para os éxons 3 e 9C foram construidos dois pares

de primers, uma vez que eram fragmentos muito grandes para sequenciados.

Tabela 2 — Primers utilizados para a amplificacao de éxons do gene TBX1 e os tamanhos
dos fragmentos amplificados.

) Tamanho do
Exon Primer foward Primer reverse
fragmento
Exon 1 5"-GAGCAGATGTCTCAGCCCAG-3'(*) 5"-CCACACTCCTCTTCACCTGC-3'(*) 344pb
Exon 2 5"-GCTGGGCACACGCAGTCG-3’ 5"-CCACACTCCTCTTCACCTGC-3'(*) 330pb
Exon 3 5"-ACGCAGCTCTCGCATTTC-3’ 5-CTGGTTGAACTCGTCCCACA-3’ 372pb
5-GTGAAGAAGAACGCGAAGGT-3’ 5-GCGGAGGATAGGTGTTAGGA-3" 326pb
Exon 4 | 5-GCTAAGCCAGGAAAGATGGAG-3'(*) 5- TCGCAGGTGCCTAAAGAGTT-3’ 376pb
Exon5 | 5- CAGAGGGTTCAATCTCACAGG-3'(*) 5- CTCTTAGGGACAGGCGGGT-3’ 369pb
Exon 6 | 5- CATTGCCAACTCAGACCTCAG-3'(*) 5- GTCTAAGCGGACCCACTGTC-3" 349pb
Exon 7 5- GCAGACGTGGACTGGTTCTT-3" 5- CTACCTTTCTCCGTGCCG-3’ 387pb
Exon 8 5"-GCAGACGTGGACTGGTTCTT-3" 5- GCGGAGAGAAGGCTCTTG-3’ 694pb
Exon 9A | 5- TCAGACACTGGACATTTGTGC-3'(*) | 5- ACTGGGAGTGTGACTCTATGGA-3'(*) 453pb
Exon 9B 5- GATGGTGTGTGAGGCTGATG-3" 5- AGGATTCGCTTCCATCACAG-3’ 394pb
Exon 9C 5- GACTGGTCGGGGAACACC-3'(%) 5-GTATTCCTTGCTTGCCCTTG-3" 592pb
5- CCGCCTACGACCACTATCTC-3" 5°- CTTCCAAAAGAGGCGAAACC-3’ 420pb

(*): Desenho dos primers fornecidos por Zweier et al (2007).
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Exon 1

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampé&o
de Amplificagdo com KCI (10x), 2 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido Européia),
2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 L. A
ciclagem utilizada foi: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 63°C por
45 segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos
a PCR, a amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio.

Exon 2

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampéao
de Amplificacdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 uL de DMSO, 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas,
Unido Européia), 2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de
50 uL. A ciclagem utilizada foi: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 45 segundos,
66°C por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com extensdo final de 72°C por 10
minutos. Apos a PCR, a amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose

1% corado com brometo de etidio.

Exon 3

N&o foi possivel padronizar a PCR para o primeiro fragmento. Para o
segundo fragmento, a PCR foi realizada com primers que flanqueiam uma regido de
326 pb e foram utilizados os seguintes reagentes: 5 uL de Tampao de Amplificagcao
com KCI (10x), 4 uL de MgClz (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo 2,5 mmol/L de
cada um), 2 unidades de Tag polymerase (Fermentas, Unido Européia), 2 uL de cada
primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 uL. A ciclagem utilizada foi:
95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 63°C por 45 segundos e 72°C

por 45 segundos, com extensdo final de 72°C por 7 minutos. Apds a PCR, a
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amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo

de etidio.

Exon 4

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampao
de Amplificagdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido Européia),
2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50uL. A ciclagem
utilizada foi: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 60°C por 45 segundos
e 72°C por 45 segundos, com extenséo final de 72°C por 7 minutos. Apds a PCR, a
amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo

de etidio.

Exon 5

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampéo
de Amplificagdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido Européia),
2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 uL. A
ciclagem utilizada foi: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 57°C por 45
segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos a
PCR, a amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio.

Exon 6

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampao
de Amplificagdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido Européia),
2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 uL. A
ciclagem utilizada foi: 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 62°C por 45

segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos a
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PCR, a amplificagao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio.

Exon 7

A PCR foi realizada com os seguintes reagentes: 5 uL de Tampao
de Amplificagdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP (contendo
2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido Européia),
2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 L. A
ciclagem utilizada foi: 95°C por 3 minutos, 40 ciclos de 95°C por 45 segundos, 60,7°C
por 45 segundos e 72°C por 1 minuto, com extensdo final de 72°C por 10 minutos.
Apds a PCR, a amplificacdo foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1%

corado com brometo de etidio.

Exon 8

Nao foi possivel padronizar a PCR para o éxon 8 por dificuldades

técnicas.

Exons 9A, 9B e 9C

O éxon 9 varia em trés isoformas, sendo elas 9A, 9B e 9C. Os
reagentes e condigdes da PCR foram os mesmos para os éxons 9A e 9B: 5 uL de
Tampao de Amplificagdo com KCI (10x), 4 uL de MgCl, (25 mmol/L), 2 uL de dNTP
(contendo 2,5 mmol/L de cada um), 2 unidades de Taq polymerase (Fermentas, Unido
Européia), 2 uL de cada primer (10 umol/L) e 300 ng de DNA em volume final de 50 pL.
A ciclagem utilizada foi: 95°C por 5 minutos, 40 ciclos de 95°C por 1 minuto, 63°C por
45 segundos e 72°C por 45 segundos, com extensao final de 72°C por 7 minutos. Apos
a PCR, a amplificagéao foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% corado com

brometo de etidio. Nao foi possivel padronizar a PCR para o éxon 9C.

A analise de mutagdes do gene TBX1 foi realizada pela metodologia

de sequenciamento de DNA. Para tanto, foi realizada uma PCR, descrita acima, e os
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produtos de amplificagdo foram purificados com o kit HiYield™ Gel/PCR DNA

Extraction (Real Biotech Corporation, Bangiao, Taiwan).

Nesse protocolo, foram adicionados 40 uL de produto de PCR em
tubos contendo 200 uL de DF Buffer (Real Biotech Corporation, Banqgiao, Taiwan). A
mistura foi transferida para uma coluna, a qual foi centrifugada a 13000 rpm por 1
minuto. O filtrado foi desprezado e 600 uL de Wash Buffer (Real Biotech Corporation,
Bangiao, Taiwan) foram pipetados na coluna. Apés uma nova centrifugagédo a 13000
rom por 4 minutos, o filtrado foi desprezado e a coluna foi transferida para um novo
tubo de 1,5 mL. Para eluir o DNA, foram adicionados 30 uL de Elution Buffer (Real
Biotech Corporation, Bangiao, Taiwan) e apds 2 minutos, os tubos foram centrifugados
a 13000 rpm por 2 minutos. O DNA eluido foi aplicado em gel de agarose 1% corado
com brometo de etidio para verificar se a quantidade de DNA era adequada para o

sequenciamento.

O sequenciamento direto dos produtos de PCR foi realizado para
ambas as fitas, usando o método dideoxy de terminacdo de cadeia (BigDye™
Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Ready Reaction kit - Applied Biosystems, Foster
City, EUA) segundo as instrugdes do fabricante. Para tanto, foi preparada uma mistura
contendo 1 uL de Big Dye v.3.1. (2,5x) (Applied Biosystems, Foster City, EUA), 1 uL de
primer forward ou reverse (10 umol/L), 3 uL de Tampao Big Dye (5x), 13 uL de agua e
2 uL dos produtos de PCR purificados, totalizando 20 uL de reagéo.

As amostras foram submetidas a seguinte ciclagem: 95°C por 2
minutos, 26 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 15 segundos e 60°C por 4
minutos. Em seguida, para cada reagao foram adicionados 25 uL de etanol 100% e 1
uL de Acetato de soédio 3 mol/L. Apds 15 minutos de incubagéo, a placa foi centrifugada
a 2000 g por 45 minutos. O sobrenadante foi descartado e 150 uL de etanol 70% foram
adicionados em cada tubo. A placa foi centrifugada a 2000 g por 15 minutos e o

sobrenadante foi descartado.

Apos a placa ficar seca, foram adicionados 10 uL de formamida

(Applied Biosystems, Foster City, EUA) e foi iniciada a desnaturagdo a 98°C por 5
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minutos. A placa foi resfriada por 3 minutos em freezer e analisadas em sequenciador
ABI prism 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, EUA) da Disciplina
de Endocrinologia da UNIFESP. Os eeletroferogramas gerados por meio do software

BioEDIT (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Figura 9) foram comparados

com sequéncias nucleotidicas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Ensembl

(http://www.ensembl.org/) com o] software CLC Sequence Viewer

(http://www.clcbio.com/index.php?id=28).

[ i - _ |

Figura 9 — Eletroferograma do sequenciamento do éxon 4 do gene TBX1, indicando a
presenca de heterozigose. Observa-se um pico do alelo C e outro pico do alelo T na mesma
posicdo. Com o banco de dados do Ensembl foi possivel identificar que se tratava do
polimorfismo rs41298814.

3.8 Analise de CNVs pela metodologia de array

Para a analise de CNVs foi utilizada a metodologia de microarranjos
de DNA (Genome-Wide Human SNP array 6.0 — Affymetrix, Santa Clara, EUA).
Previamente, foram preparados trés pools de amostras de DNA: 1) Pool SP: pacientes
com esquizofrenia provenientes de Sao Paulo (141 amostras); 2) Pool SP REP:
replicata do pool SP (138 amostras); e 3) Pool RS: pacientes provenientes do Rio
Grande do Sul (74 amostras). O pool SP REP foi preparado posteriormente para
replicata técnica, no entanto, por falta de material bioldgico, foi utilizado um numero
menor de amostras, quando comparado ao pool SP. A partir das amostras incluidas no
pool SP REP, foram preparados outros pools subdividido-o em trés partes contendo 48
amostras em cada (SP REP-A, SP REP-B e SP REP-C).
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Para tanto, cada pool foi diluido para uma concentracdo de 100
ng/pL e quantificado em triplicata por meio do NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer
(Nanodrop Technologies, Wilmington, EUA). Em seguida, os pools foram diluidos para
uma concentracdo de 50 ng/uL. A técnica de Genome-Wide Human SNP array 6.0
(Afflymetrix, Santa Clara, EUA) foi realizada em colaboragdo com a MS Renata
Pellegrino da Silva, utilizando a plataforma da Affymetrix do Laboratério Molecular Core

da AFIP (Associagao Fundo de Incentivo a Pesquisa).

3.8.1 Fluxo experimental do GeneChip array 6.0 Affymetrix

Os experimentos foram realizados de acordo com instrugdes do
fabricante (Affymetrix® Genome-Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0 User Guide e SNP 6.0
Protocol — Quick reference guide, 2009). Os arrays utilizados contém oligos pré-
sintetizados de 25 mers (bases) ligados a uma superficie de quartzo (Affymetrix
Genome-Wide Human SNP Array 6.0, Affymetrix, Santa Clara, EUA). Tais arrays
contém milhdes de sondas representando cerca de um milhdo de SNPs e 946.000

sondas para a deteccédo de CNVs, separados por uma distancia média de 700 pb.

A parte experimental da metodologia esta esquematizada na Figura
10. A primeira etapa é caracterizada por digestdes de aproximadamente 250 ng de
DNA com a enzima Styl e 250 ng de DNA com a enzima Nspl para formagéo de cortes
coesivos ao longo do DNA (tubos distintos). Posteriormente, os fragmentos foram
submetidos a uma etapa denominada de ligagado com a enzima DNA T4 DNA ligase. A
reagcao promove a interagdo de uma molécula denominada “adaptador” que se liga as
extremidades coesivas e direciona os primers (randémicos) durante a préxima etapa de
amplificagdo. A amplificagao é feita em triplicata para as amostras com cortes de Styl e
quadriplicatas para a enzima Nspl. Apés a etapa de amplificacdo, o material foi
submetido a eletroforese em gel de agarose 2% para verificar o padrdo de distribuicao

dos produtos das PCRs, que deve estar entre 200 pb e 1100 pb (Figura 11a).

Uma vez que a distribuicdo da amplificagdo esteja no padrao

esperado, os produtos de PCR de cada digestdo com as duas enzimas foram
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