ALTERACOES GENETICAS NA REGIAO
CROMOSSOMICA 13g14 EM PACIENTES COM
RETINOBLASTOMA

NCA

INTRODUCAO Paciente P20

O retinoblastoma é um tumor ocular maligno que se apresenta, geralmente, no primeiro ou Ainda nao foram descritas associacoes do gene SMPD1 (Sphingomyelin phosphodiesterase 1,

segundo ano de vida. As manifestacdes clinicas mais frequentes s3o a leucocoria (em 60% dos localizado em 11p15.4) com retinoblastoma. Porem, o gene SMPD2 (Sphingomyelin
casos), que corresponde a um reflexo pupilar branco e o estrabismo. O retinoblastoma pode phosphodiesterase 2, localizado em 69g21), codifica a enzima esfingomielinase pertencente a

ocorrer de forma esporadica, quando causada por duas mutaces somaticas no gene RB1 nos familia de fosfodiesterases (Stoffel et al., 2007), que foi descrita em associacao com fosforilagao da

retinoblastos (em 60% dos casos) ou hereditaria (em 40% dos casos), quando o paciente é Pproteina pRB (Marchesini, 2004). Para analisar outras areas da regido 11p15.4 foi realizada MLPA
portador de uma mutacdo constitucional no gene RB1 e uma mutacdo somatica nos utilizando o kit SALSA MLPA MEO30 BWS/RSS. Nao foram encontradas anormalidades com esse kit

retinoblastos. O RB1 é um gene supressor de tumor que codifica uma fosfoproteina nuclear que (Figura 3).
atua na regulacao do ciclo celular. Grande parte das mutacdes constitutivas encontradas sao
substituicoes de um ou poucos nucleotideos, porém, em alguns casos é possivel encontrar 25| AAustRetig 102
grandes delecdes e duplicacoes do gene RB1 que pode atingir a regiao cromossdmica 13914,
onde o gene estalocalizado.

OBIJETIVOS

» Identificar, por meio de MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) alteracdes
na regiao 13914 nao detectadas pela metodologia de sequenciamento direto em amostras de
DNA de pacientes com retinoblastoma. | | |

» Contribuir ao Programa de Aconselhamento Genético em Cancer do INCA E'\?Vus?Rg?é pZ?ZlgEadc?e:fe Sﬁb‘,"‘ realizada com © It SALSA MEPA MEOSO

MATERIAIS E METODOS Paciente P53

Este estudo foi inserido no projeto "Estudos Cito-moleculares em Retinoblastoma" (protocolo O resultado neste paciente foi confirmado por FISH (Fluorescence in situ Hybridization) através de
40/00), aprovado desde 2001 pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do instituto Nacional de 2 sondas, uma que hibridiza na regiao 13g14 e uma especifica para o gene RB1. Nesta, foi possivel

Cancer. O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) assinado por todos os participantes ©OPservar, tanto nas metafases quanto nos nucleos a presenca de apenas um sinal, ratificando o
foi modificado e aprovado novamente pelo CEP em 2008 resultado da MLPA. Porém, com a sonda para a regiao 1314 foi possivel observar nos nucleos dois

: : - : : ~  sinais de diferentes intensidades. Isso deve-se a condensacao do DNA, que nos nucleos encontra-
Foram analisadas amostras isoladas de DNA de varios pacientes com retinoblastoma que nao & =

o . . , . . se em forma de cromatina, sendo menos condensado que nos cromossomos e permitindo a
apresentavam alterages no gene RBI por sequenciamento direto. A tecnica de MLPA fol hibridizacao parcial dasonda em regidoes conservadas daregiaol3ql4 que sofreu delecao
realizada com o Kit SALSA MLPA P047 RB1 de acordo com as especificacdes do fabricante. A «40P ) ) 4.249 xao.

reacao de MLPA ocorre como mostrado na Figura 1
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Figura1l:Reacaode MLPA paradiferentesalvos dogene RB1 e genes adjacentes. Cada alvo gera um fragmento de um determinado tamanho. A E! C D

Figura 5: FISH realizado para o paciente P53.A) Sonda para a regiao 13q14 mostrando dois sinais de diferentes intensidades nos nucleos. B)
Quando necessario, os resultados foram confirmados mediante MLPA para aregiao 11p15.4-5, Sonda para a regido 13q14 marcando apenas um cromossomo mostrando delecdo de um alelo. C, D) Sonda para o gene RB1 mostrando a delec3o

cariotipagem ou hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH). deuma copla do gene, respectivamente, em nticleos e metafase.

RESULTADOS Paciente P12

O resultado do paciente P12 foi confirmado através da cariotipagem mostrando uma grande
Atée o momento, a reagao de MLPA para 1314 foi realizada para analisar amostras de 46 delecido no cromossomo 13 (Figura 5A). Para investigar o impacto dessa alteracdo no
pacientes, apresentando resultados em 31 amostras. A maioria das reacdes que ndo aconselhamento genetico, foi realizada MLPA com amostras da sua mae utilizando o kit SALSA

funcionaram deviam-se a fragmentacio do DNA. Em seis casos foram encontradas alteracdes MLPAPO47 para o gene RB1. Nao foram detectadas anormalidades na mae do paciente (Figura 5B).

que sao descritas na Tabela 1 e representadas graficamente na Figura 2. Nao foram encontradas Aamostra do paiainda naofoi obtida.

alteracoes em 25 pacientes analisados. A I % ..
L N ny 90 ¢ % B
Paciente Sexo Presentacéo Idade no Diagnéstico Resultado "- . & Jf . Fi h HI . 1 "!‘
L'- - ‘l,.r >, f{ \ A ;?’ L' ;}‘
. . o g & & < ] Hd N o .| Adiust Ratio: 0.57
P48 Masculino Bilateral 8 meses Amplificagéo do exon 12 ao exon 17 do gene RB1 g . 5 Y .
. . Delecdo em heterozigose do exon 2a do gene E I'.:IFJII ': T " b ¢ o | i f- . 81 |
P20 Masculino Bilateral 12 meses SMPD1 (11p15.4), sem alteragdes no gene RB1 oo :_ :’ 14 1 3 » A L t]_: M = : ; i W.p-.b':nh"ﬂh“.é.*."a,n
ANIEEELN P NI o
P28 Masculino Bilateral 9 meses Delecao do exon 23 do gene RB1 v r - & i 4
N . Dele_géo completa de um alelo do gene RB1 e E:] d.(r E“ P- }, s :; b v R ; ; = " sze ops ; :
P49 Feminino Bilateral 17 meses parcial dos genes ITM2B, RCBTB2, PCDH8 e S E Mg g ) DS ol & W
DLEU1 (13q14.2) e ENOX1 (13q14.11) ? 8 £ .
] | =
P3 Fortinino Uniltera 2meses e dos gones W25 o RCBTE3 (13q14.2 2% 9 s 32 H 32
Delegéo total de uma cdpia do gene RB1 e de parte ‘“ R e r. = <
P12 Masculino Unilateral 17 meses dos genes |ITM2B, RCBTB2, PCDH8 e DLEU1
(13914.2)
Tabela 1: AlteragBes encontradas através do MLPA utilizando o kit SALSA MLPA P047 e caracterizagdo dos pacientes de acordo com o sexo, Figura 5: A) Caridtipo do paciente P12 evidenciando a delecao no cromossomo 13. B) MLPA da mée do paciente P12 mostrando um padréo normal
lateralidade do tumor e idade no diagndstico. de nimero de copias.
B < L Foram encontradas alteracdes em seis pacientes, sendo quatro deles portadores de tumor bilateral
R g e e dois de tumor unilateral. O projeto possibilitara uma melhor caracterizacao das alteracdes
i ot Sl R o v e g L e il i constitucionais, ampliando o conhecimento das bases genéticas que causam o retinoblastoma,
e s e s s S E e e oo e p sendo, portanto, essencial para a evolugao clinica dos pacientes e para aconselhamento geneético
o - T das familias atendidas pelo Programa de Aconselhamento Genético em Cancer no INCA.
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Figura 2: Resultado das rea¢des de MLPA. A) amplificagdo de seis exons consecutivos observada no paciente P49. B) dele¢do do gene SMPD1 R u MINISTERIO DA
(11p15.4) apresentada no paciente P20. C) delecao do exon 23 do gene RB1 encontrada no paciente P28. D, E, F) delecao completa de um (I Nu SUS‘? SAUDE

alelodo gene RB1 observada nos paciente P49, P53 e P12. 6 OVERNGO FEDERRNNL
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