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Resumo

O espectro Oculo-auriculo-vertebral (OAVS) caracteriza-se por malformacdes
congénitas envolvendo o primeiro e segundo arcos branquiais, de origem genética,
ambiental ou uma associacdo de ambas, que ocorrem durante a sétima semana de
gestacdo. Os pacientes podem apresentar dermoides epibulbares ou lipodermaides,
apéndices pré-auriculares, anotia ou microtia, assimetria mandibular e
anormalidades nas veértebras cervicais. O objetivo deste estudo foi identificar genes
ou regibes cromossdmicas relacionadas a OAVS utilizando as técnicas de MLPA e
analise cromossdmica por microarray. Foram estudados 27 casos, sendo 20
isolados e sete familiais. Foram testados dez pacientes por MLPA, utilizando sondas
para os genes GSC, PPM1A, WNT5B, NKD2, OTX2, DAAM, SIX1, SIX6, GSC2,
MAPK1 e BAPX1, sendo que todos apresentaram resultados normais. Pela analise
cromossOmica por microarray, foram testados 26 pacientes. Dentre eles, 14 (53,8%)
nado apresentaram anormalidades além daquelas ja descritas como CNVs
polimorficas. Os outros 12 pacientes apresentaram rearranjos cromossémicos
diversos: del22ql11.2, dell2g24.21, LOH 3p26.3-14.3, del2p25.3 e dup2p25.3,
dup4qg21.1, dup20p12.3-12.2, dup1g31l.1 e dupl0g23.31, dupllpl5.5, LOH 12q15-
22, dupl2pl2.1, dup6g21l. Dentre os microrrearranjos encontrados, trés foram de
novo, um de heranca materna e um de heranca paterna. Nos outros sete pacientes a
origem do rearranjo ainda nao foi determinada. As alteragbes cromossomicas

identificadas sao nao recorrentes reforcando a heterogeneidade da sindrome.

Palavras-chave: OAVS, microarray, MLPA, rearranjos cromossdmicos



ABSTRACT

The oculo-auriculo-vertebral spectrum (OAVS), is characterized by malformations
involving the first and second branchial arches, and can be genetic and/or caused by
environmental effects that occur during the seventh week of pregnancy. Patients may
present epibulbar or lipodermoids, preauricular tags, anotia or microtia, mandibular
asymmetry and abnormalities of cervical vertebrae. The aim of this study was to
identify genes or chromosomal regions related to OAVS using MLPA and
chromosome microarray analysis. Twenty-seven cases were studied, being 20
sporadic and seven familial. Ten patients were tested by MLPA, using probes for
GSC, PPM1A, WNT5B, NKD2, OTX2, DAAM, SIX1, SIX6, GSC2, MAPK1 and
BAPX1 genes, and all presented normal results. Twenty-six patients were tested by
chromosome microarray analysis. Among these, 14 (53.8 %) had no chromosomal
abnormalities other than already described polymorphic CNVs. The other 12 patients
showed various chromosome rearrangements: del22qll.2, dell2qg24.21, LOH
3p26.3-14.3, del2p25.3 and dup2p25.3, dup4g2l.1l, dup20pl2.3-12.2, duplg31l.1l
and dup10g23.31, dupl1p15.5, LOH 12q15-922, dupl2pl2.1, dup6g2l. Between
these rearrangements, , three were de novo, one maternally inherited and one
paternally inherited. In the other seven patients the origin of the rearrangements have
not been determined yet. The chromosome abnormalities identified are non-

recurrent, reinforcing the heterogeneity of the syndrome.

Key-Words: OAVS, microarray, MLPA, chromosome rearrangements
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1. INTRODUCAO

O espectro 6culo-auriculo-vertebral (OAVS) (OMIM 141400 e OMIM 164210)
caracteriza-se por malformacdes congénitas envolvendo o primeiro e segundo arcos
branquiais que ocorrem durante a sétima semana de gestacdo, podendo ocorrer
também devido a displasia facial lateral, microssomia unilateral craniofacial,
disostose otomandibular, necrose facial unilateral intrauterina (1, 2). Foi inicialmente
descrito por Goldenhar, em 1952 (3), trés pacientes com dermdides epibulbares ou
lipoderméides, apéndices pré-auriculares, assimetria mandibular e anormalidades
nas vértebras cervicais. Em 1960, Gorlin e Pindborg (4) definiram microssomia
hemifacial (MH) como uma condi¢ao que afetava o desenvolvimento auricular, oral e
mandibular. Eles notaram que este transtorno variava em um espectro de formas
leves a graves, e tornaram sinbnimas as sindromes: MH, OAVS e Goldenhar. Anos
mais tarde, Gorlin (5), considera que a sindrome de Goldenhar trata-se da forma

mais grave, enquanto a microssomia hemifacial da forma mais leve de OAVS.

Desde 300 a.C. individuos com OAVS sao retratados em ceramica, como 0
achado na populacdo de Tumaco-tolita, que habitou a regido geohistorica na costa
pacifica colomboequatoriana de 300 a.C. a 600 d.C. Esta cultura se caracterizou por
capturar, com impressionante realismo, patologias presentes em sua populacao,
incluindo malformacdes congénitas e doencas genéticas. A Figura 1 representa um
individuo com OAVS, e é umas da representacfes mais antigas do passado pré-

hispanico latino americano e mundial (6).
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Figura 1. Vista frontal de peca em cerdmica com representagéo de um individuo com caracteristicas
de OAVS, como microssomia hemifacial, microtia e microftalmia. Retirado de Pachajoa et al. (2010).

Essa sindrome tem expressividade variavel, sendo que, em 70% dos
pacientes ha acometimento unilateral e, quando existe acometimento bilateral um
dos lados é mais afetado (5). As principais caracteristicas sdo assimetria facial, que
€ resultado de uma hipoplasia maxilar e/ou mandibular; malformacdes da orelha,
gue podem incluir microtia (hipoplasia da orelha externa), anotia (auséncia de orelha
externa) ou atresia aural (auséncia do canal da orelha externa), e perda de audicéo.
Outras malformacdes incluem fendas labio-palatinas, anomalias vertebrais,

cardiacas e de membros (7).

N&o existe uma boa estimativa de incidéncia de OAVS devido ao amplo
espectro de variabilidade clinica da doenca, da qual os casos mais leves podem ser
subdiagnosticados. Outra dificuldade € que OAVS compartilha caracteristicas
clinicas com outras sindromes, como Treacher-Collins e auriculo condilar. Portanto,
dizemos que sédo doencas de um espectro que engloba anomalias craniofaciais,
cardiacas, vertebrais e do sistema nervoso central, dificultando o diagndstico e,
consequentemente, estudos epidemiologicos (8). Mesmo com esta imprecisdo de
dados, estima-se que a taxa de incidéncia varie de 1/5.600 a 1/20.000 (9). A taxa de
ocorréncia é de trés meninos para cada duas meninas, sendo que o lado direito é o

mais frequentemente acometido, em ambos o0s sexos (10).

A partir destes dados, estima-se que OAVS seja a quarta anomalia
craniofacial mais comum em humanos, atras apenas de fenda labial com ou sem

fenda palatina, fenda palatina e craniossinostose (2).
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A formagdo embriolégica craniofacial inicia-se na crista neural (CN), que é
uma estrutura importante e transitéria, que se forma a partir das bordas laterais da
placa neural que se juntam na linha média durante o fechamento do tubo neural. As
células da CN passam por uma transicao epitelial-mesenquimal, migram para longe,
e se dispersam dentro do embrido em desenvolvimento para se diferenciar em uma

grande variedade de tipos celulares (11).

A CN gera o sistema nervoso periférico, que estabelece uma grande rede de
conexdes neurais entre o sistema nervoso central e o periférico. Ela produz todos
0s melandcitos do corpo (exceto os pigmentos da retina), células endocrinas
(medula adrenal, células produtoras de calcitonina e da car6tida) e células
mesenquimais capazes de se diferenciarem em tecidos conjuntivos e adiposos,
0sso, cartilagem e em células que formam a parede de vasos sanguineos (incluindo
pericitos, exceto células endoteliais derivadas da mesoderme). Esta capacidade de
cumprir os destinos geralmente assumidas pela mesoderme levou alguns autores a
considerar a CN como uma quarta camada germinativa. A migracdo de células da
CN, derivadas do processo de neurulacdo no local onde a futura regido da cabeca e

do pescoco irdo se desenvolver, originam os arcos faringeos ou branquiais (11).

Os arcos faringeos sao compostos de células mesenquimais do mesoderma e
células de origem da CN cranial. Durante o desenvolvimento, muitas dessas células
coletivamente se transformam em mesénquima e assumem novas caracteristicas
morfolégicas distintas das células epiteliais vizinhas, segregam a partir do tubo
neural e migram a partir de rotas especificas, contribuindo para uma grande
variedade de tecidos e estruturas em todo o corpo dos vertebrados. Os arcos
faringeos sédo formados em pares, um de cada lado do embrido, totalizando seis

arcos, sendo o quinto e o sexto rudimentares (12).

Na regidao cranial, a sinalizacao reciproca entre as células da CN e outros
tipos celulares embriogénicos, como endotélio e ectoderme craniofacial,
desempenham um papel importante na condugdo do crescimento facial e
morfogénese, incluindo a formacdo da orelha externa (13). Quanto ao seu potencial
osteogénico, o primeiro arco forma a saliéncia mandibular e maxilar, que originarao
a maxila, o osso zigomatico e a mandibula. O segundo arco contribui, juntamente

com o terceiro e 0 quarto, para a formagédo do osso hioide. Para a formacdo da
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estrutura cartilaginosa, o primeiro e segundo arcos formam as orelhas e os ossiculos

da orelha média; o quarto e sexto arcos formam as cartilagens laringeas.

A etiologia da sindrome é bastante heterogénea, estando envolvidos tanto
fatores ambientais quanto genéticos. Dentre os fatores ambientais que podem afetar
0 desenvolvimento embrio-fetal estdo: o uso de medicamentos vasoativadores nas
primeiras 10 semanas de gestag&o, principalmente quando associado ao fumo, de
acido retindico e de teratdgenos, como a talidomida, e a diabetes gestacional, além
do uso de fluoxetina (2, 14).

Tanto padrdes de herangca autossOmica dominante quanto recessiva foram
descritos, sendo que casos compativeis com padrdo de heranca autossémico
dominante sdo apresentados em cerca de 2-10% dos casos (15, 16). No entanto, a
maioria dos casos sao ditos esporadicos. Rollnick e Kaye (17) mostraram que
fazendo uma investigacdo clinica detalhada nas familias dos portadores da
sindrome, cerca de 45% dos familiares apresentam alguma manifestacao,
principalmente pequenas malformacdes auriculares, indicando que ha um papel

genético e um nimero maior de casos podem ter heranca autossémica dominante.

As causas genéticas da OAVS ainda ndo estao definidas, sendo que uma das
principais dificuldades para desvendar a etiologia € a grande heterogeneidade
genética da doenca. Foi identificada uma regido candidata de aproximadamente
10,7 cM por estudo de ligacdo em 14932. Dentre os genes mapeados nesse
segmento cromossémico, o gene GSC (Goosecoid) foi considerado um candidato
posicional uma vez que é expresso nos arcos branquiais durante a embriogénese.
Camundongos nocauteados para o gene GSC apresentaram malformacoes

craniofaciais semelhantes ao OAVS (7).

Dentre as anomalias cromoss6micas mais frequentes descritas em OAVS
estdo aquelas que envolvem o segmento 22gl1.2. Em um paciente do sexo
masculino sem histéria familiar de OAVS foi identificada uma microdelecédo de
aproximadamente 1Mb na regido 22911.21-q11.23 (chr22:20.128.705-21.246.612)
(18). Nesta regido sdo encontrados genes potencialmente candidatos para a
sindrome, como: TBX1, gene expresso em multiplos tecidos durante a
embriogénese e especialmente requerido para desenvolvimento auricular; MAPK1

que codifica uma proteina da familia das MAP quinases, sendo assim importante
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para o desenvolvimento embrionario; e o0 GSC2 (Goosecoid 2), que além de estar
relacionado com a sindrome velocardiofacial, também remete ao gene GSC ja citado
como candidato para OAVS (19, 20).

Ainda na mesma regido do cromossomo 22, outros dois pacientes
foram descritos com OAVS e comorbidades, como sindrome Velocardio-facial e um
atipico tumor teratdide rabddide ambos identificados por array, onde foram
encontradas microdelecdes de novo de aproximadamente 3.2Mb (chr22:19.782.237-
22.969.069) e outra de 2.7Mb (chr22:20,129,573-22,880,573), respectivamente (21,

22). A Figura 2 apresenta 0s genes mapeados nessa regiao.

position/search ;hy22:14]07[],[:]01—:25,9{]['],070[:] ‘ size 11,200,000 bp.
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Figura 2. Genes mapeados na regido 22q11, onde foram descritas dele¢bes em afetados pelo
Espectro 6culo-auriculo-vertebral (21, 22, 23). Os genes considerados candidatos estdo sublinhados.

Fonte da figura: http://www.genome.ucsc.edu

Aberragcbes estruturais envolvendo uma duplicacdo de 11.79 Mb na regiédo
cromossOmica 14922.3-g23.3 e uma perda de 4.38 Mb na regido cromossémica
13921.31-g21.32 foram observadas, utlizando CGH-array (244K Agilent
Technologies) em uma crianca com multiplas anomalias sugestivas de sindrome de
Goldenhar. O pai, portador de deficiéncia intelectual, baixa estatura e pequenas
anomalias craniofaciais, apresentou as mesmas aberracoes. Na regido da
duplicacdo estdo inclusos genes considerados candidatos: SIX1, mutado na
sindrome branquio-oto-renal, que compartilha diversos sinais clinicos com o OAVS;
SIX6, envolvido em malformagbes do nervo Optico e OTX2 que codifica uma

proteina que regula transcricdo no desenvolvimento neural e ocular (23). Ballesta-
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Martinez e colaboradores (24) encontraram uma duplicacdo em 14923.1 segregando

em membros de uma familia com OAVS,; esta regido também o inclui o OTX2.

No cromossomo 14, além dos genes apontados por Ou et al. (23) como
candidatos, chama atencdo a presenca dos genes DAAM1 e PPM1A. DAAM1
pertence a uma familia de genes envolvida na regulacdo da polaridade celular e
organizacdo do citoesqueleto (Figura 3). A proteina DAAM1 medeia a ligacao de
Dishevelled (DVL)-RHO ativando a via de WNTs, importante para o desenvolvimento
embrionario (25). O gene PPM1A codifica uma proteina da familia das fosfatases de
Ser/Thr e regula a atividade de MAP quinases, que atuam em diversos processos

celulares como proliferacédo, diferenciacdo, transcricdo e regulacao (26).
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Figura 3. Genes mapeados no segmento 14g22-923, que é 0 segmento correspondente a regido da
duplicacdo descrita por Ou et al., (2008). Os genes considerados candidatos estao grifados. Fonte da
figura: http://www.genome.ucsc.edu

Uma translocagéo envolvendo os cromossomos 4 e 8 (t(4;8)(p15.3;924.1)) foi
descrita em uma paciente com sinais clinicos da sindrome (27). O mapeamento dos
pontos de quebra da translocacéo revelou que a quebra no cromossomo 4 ocorreu
proxima ao gene BAPX1, que pertence a familia NK-2 de fatores de transcricédo e
tem um importante papel no desenvolvimento craniofacial. Uma forte expresséo
alélica ndo balanceada foi identificada neste gene a partir de analise de fibroblastos
em 40% dos pacientes com OAVS. Estes resultados sugerem que a desregulacéo

epigenética em BAPX1 possa ter um papel na sindrome (28).

Uma delegéo terminal em 12p13.33 (figura 4) foi descrita em uma paciente
com diagnéstico de OAVS (29). Nesta regido podemos destacar o gene WNT5B que
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codifica uma glicoproteina da via WNT (Wingless) que esta envolvida em varios
processos do desenvolvimento, incluindo diferenciacdo celular, determinacdo da
polaridade celular e morfogénese de tecidos durante a embriogénese. Esse gene
também é altamente conservado em invertebrados (Drosophila melanogaster e
Caenorhabditis elegans) e vertebrados (30). A sinalizacado por WNT é essencial para
a especificacdo regional da face e crescimento diferencial craniofacial, por isso
acredita-se que o gene WNT5B seja um candidato para a patogénese do OAVS

(31).
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Figura 4. Genes mapeados no segmento 12p13.33, de 2,3 Mb, que corresponde a regido da menor
delecdo descrita nesse cromossomo em um afetado pelo Espectro éculo-auriculo vertebral. O gene
considerado candidato esta grifado (29). Fonte da Figura: http://www.genome.ucsc.edu

No cromossomo 5 foi identificada uma delecdo na regido 5p15.3-pter em uma
menina com a sindrome (32). A partir do mapeamento dessa regido do cromossomo
5 (figura 5), destaca-se o0 gene NKD2 como um bom candidato para a sindrome,
uma vez que camundongos nocaute para este gene apresentam malformacdes
craniofaciais e esqueléticas. A proteina NKD2 se liga a DVL, funcionando como
reguladora da via de WNT (33).

o

jump || clear |size 2.231.850 bp.
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Figura 5. Genes mapeados no segmento 5pl15.33-pter, de 2 Mb, que corresponde a regido da
delecdo descrita nesse cromossomo em um afetado pela sindrome de Goldenhar O gene
considerado candidato esta grifado. (32). Fonte da Figura: http://www.genome.ucsc.edu
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A seguir encontra-se uma compilagdo dos genes considerados

candidatos para OAVS, sua localizacdo e funcao (Tabela 1).

Tabela 1. Compilacdo dos genes candidatos para OAVS com a respectiva localizacao e fungéo
(fonte: www.genome.ucsc.edu e www.nchi.nlm.nih.otg/omim)

Gene

Localizacdo

Funcéo

GSC

SIX1

SIX6

OTX2

DAAM1

PPM1A

14932

14923

14923

14922

14923

14923

A proteina codificada por este gene atua como um
fator de transcricAio. Em camundongos tem
importante papel na embriogénese craniofacial e da
caixa toracica (OMIM 138890).

Estd envolvido no desenvolvimento dos arcos
branquiais e de membros. Defeitos nele causam
surdez autossdmica dominante (DFNA 23) e
sindrome braquio-oto-renal (BOR) (OMIM 605192;
OMIM 601205 e OMIM 113650).

Envolvido no desenvolvimento ocular. Defeitos
neste gene causam microftalmia ou anoftalmia com
catarata tipo 2 (OMIM 606326).

A proteina codificada por este gene atua como um
fator de transcricdo. Tem importante papel na
embriogénese cerebral e craniofacial. Mutagdes
neste gene causam microftalmia tipo 5 (OMIM
600037).

Esta associado a fungdes no cortex celular como
motilidade, adesao e citocinese. Age como ativador
do complexo Disheveled-Rho (OMIM 606626).

A proteina codificada por este gene é um membro
da familia PP2C, que sao reguladores negativos de
vias de resposta ao estresse celular. A super
expressdo desta fosfatase ativa a expressao do
gene supressor de tumor TP53, que leva a
apoptose (OMIM 606108).
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Gene

Localizacao

Funcéao

GSC2

MAPK1

TBX1

WNT5B

NKD2

22q11.2

22q11.2

22011.2

12p13.33

5p15

E um gene Goosecoid-like. Sua haploinsuficiéncia
esta envolvida na malformagéo dos arcos faringeos.
E expresso em um limitado ndmero de tecidos
adultos e no desenvolvimento humano inicial
(OMIM 601845).

Este gene estd envolvido em muitos processos
celulares, como proliferacdo, diferenciacdo e
regulacéo de transcricdo (OMIM 176948).

A expressdo deste gene é similar em tecidos
adultos e fetais, tanto em humanos quanto em
camundongos. E expresso durante a embriogénese
dos arcos faringeos, bolsas e vesiculas 6éticas e
coluna vertebral (OMIM 602054).

E um gene membro da familia WNT, que esta
relacionado com a codificagdo de proteinas de
sinalizagdo. Esta familia tem sido associada a
processos oncogénicos e de desenvolvimento
embrionario (OMIM 606361).

Codifica um membro da familia de proteinas que
agem como um regulador negativo de receptor de
sinalizagdo de WNT através da interagdo com
membros da familia Dishevelled (OMIM 607852).

Dentre as doencas que podem ser confundidas ou subdiagnosticadas por

compartilhar caracteristicas clinicas com a sindrome de OAVS, temos a sindrome

auriculo-condilar (ACS), que é também uma sindrome craniofacial rara e as

principais caracteristicas s&8o micrognatia, hipoplasia condilo-mandibular e

malformacdo de orelha, mais especificamente uma juncdo entre lobo e hélix.

Recentemente, sequenciamento de exoma de alguns casos de ACS levaram a

identificacdo de mutacdes missense em PLCB4 e GNAI3. Todas as mutagdes estéo

dentro do dominio catalitico de cada proteina e resultam em um efeito dominante
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negativo, no caso do PLCB4, ou ganho de funcdo para GNAI3. Ambas as proteinas
agem nas vias de sinalizacdo para o desenvolvimento dos arcos branquiais (34).
Outros dois grupos pesquisaram mutacdes nesses genes em pacientes com
sindromes de malformacdes craniofaciais. Um deles analisou 27 casos, investigando
o tipo de mutacdo e heranga. Dentre estes 27 casos, um foi diagnosticado
inicialmente com Sindrome de Treacher-Collins, e oito com Sindrome de Goldenhar
ou OAVS. Em todos os casos que ndo havia diagnéstico inicial de ACS, néao foi
possivel identificar mutac6es nos genes PLCB4 e GNAI3 (8). O segundo trabalho
revela caracteristicas atipicas em ACS com heranca autossdmica recessiva em dois
irmaos heterozigotos compostos (35). Estes trabalhos foram importantes porque
estdo ajudando a caracterizar e diferenciar sindromes que comprometem o

desenvolvimento craniofacial, como a sindrome de OAVS.

Nosso genoma contém multiplas regides de DNA com duplicacbes e
delecdes, formalmente chamadas de “variacdo de numero de coépias” (em inglés,
copy number variation — CNV). Embora muitos CNVs ndo produzam fendtipos
patolégicos, mas sim confiram variabilidade populacional, grandes CNVs,
geralmente de novo, estdo associados a um aumento da frequéncia de doencas
humanas. Uma explicacdo para o efeito imprevisivel dos CNVs no fenétipo é que o
status de doenca geralmente envolve regides de variacdes de cépias que contém
genes dose-dependentes ou regulatorios. Mais investigacfes sdo necessarias para
um melhor entendimento desses efeitos nas sindromes de microdelecbes e
microduplicacfes. O que se sabe é que determinadas combinacdes de CNVs podem

levar a diferentes controles de regulacdo génica (36).

Embora exista uma clara relacdo entre CNVs e doencgas, e causas geneéticas
estejam implicadas em defeitos congénitos sindromicos e nao-sindrémicos, ha
evidéncias de que os CNVs tenham um importante papel na etiologia de varias

doencas, incluindo aquelas categorizadas como malformacdes congénitas.

Girirajan et al. (37) observaram, em uma amostra de criangas com retardo
mental e malformacdes congénitas, que quanto mais variantes ou CNVs essas
criancas possuiam, mais afetadas elas eram. Portanto, eles supéem que é possivel
distinguir transtornos sindrémicos de heterogeneidade fenotipica baseado no

numero total de CNVS e se os mesmos sao herdados ou de novo.
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Quando um CNV raro é encontrado em um paciente, o qual foi herdado de um
genitor saudavel, € muito provavel que ele seja uma variante de efeito desconhecido
ou benigna. Entretanto, um portador aparentemente saudavel pode ser um portador
de CNV de pouca penetrancia, ou ainda, se esse CNV contém genes de imprinting,
o impacto no fenétipo dependera se o mesmo foi herdado do pai ou da mée. Existe
ainda uma outra possibilidade quando um CNV parece ter sido herdado de um
genitor aparentemente saudavel, mas, na verdade, ele é portador do mesmo CNV,
s6 que em mosaico, e por isso, a doenca apresenta-se de forma mais grave em seu
filho afetado (38).

As andlises por arrays sdo muito eficazes na identificacdo de alteracdes
gendmicas ou variagbes no numero de coOpias de sequéncias de DNA (CNVs)
diretamente relacionadas a fendétipos especificos. Entretanto, esses resultados tém
demonstrado que os genomas, em especial de individuos ndo aparentados, diferem
em relacdo ao numero de CNVs. Alguns deles sdo bastante frequentes na
populacdo, como os que codificam metabolismo de drogas, outros sdo raros ou
étnico-especificos (39).

Com a aplicacdo de arrays, as causas de sindromes podem ser mais
facilmente identificadas, especialmente as sindromes de microduplicacdes e
microdelecBes. Ao contrario de estudos baseados em agrupamento por fenétipos, o
array promoveu a associacdo de alteragdes similares ou no mesmo loco a grupos de
fenotipos mais variados, como na Sindrome velocardiofacial. Esses dados sao
disponibilizados em bancos de dados publicos, como o DECIPHER (Database
Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans) (66), permitindo estabelecer
uma correlacdo mais precisa entre 0s achados clinicos com as alteracdes

gendmicas encontradas.

Desde a década de 1950, quando Goldenhar descreve pela primeira vez a
sindrome que levaria seu nome, até a década atual, a maioria dos pacientes com
OAVS néao apresentam anomalias cromossdmicas estruturais visiveis, no entanto
com a melhoria das técnicas de biologia molecular, estes pacientes estdo sendo alvo

de investigacOes para microrrearranjos.

Apesar dos estudos relatados, considera-se que exista uma caréncia de

conhecimento sobre a etiologia das Sindromes do Espectro 6culo-auriculo-vertebral.
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Considerando que trabalhos relatam regi6es cromossdmicas como possiveis
candidatas, propomos um estudo em busca de microrrearranjos cromossomicos

nestas regides ja citadas, além de rastreamento geral em busca de novas regides.

O estudo proposto visa entender melhor a sindrome e a funcdo dos genes
envolvidos no desenvolvimento embrionario, levando a um diagndstico mais preciso

e a um melhor entendimento do funcionamento normal desses genes.
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2.  OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Esse projeto teve como objetivo identificar genes ou regibes
cromossbmicas relacionadas as sindromes que fazem parte do espectro

Oculo-auriculo-vertebral (OAVS).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Investigar a presenca de microdelecdes ou microduplicacdes em
regides previamente identificadas como candidatas para as sindromes do
espectro 6culo-auriculo-vertebral em pacientes com essa sindrome utilizando
a técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Os
genes selecionados foram: GSC (14932), BAPX1 (4p15), SIX1, SIX6 (14923),
OTX2 (14922), NKD2 (5p15), WNT5B (12p13.33), DAAM1 e PPM1A (14g23),
MAPK1, TBX1 e GSC2 (22q11.2);

b. Buscar rearranjos submicroscopicos nos afetados utilizando a

analise cromossdmica por microarray.
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3. METODOLOGIA

3.1. POPULACAO DE ESTUDO

Foram analisados pacientes com diagnéstico de sindromes do Espectro
Oculo-auriculo-vertebral, (OAVS) que foram atendidos ou encaminhados para o
Hospital Universitario de Brasilia e Hospital de Apoio, e que concordaram em

participar do estudo assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Fizeram parte do estudo 27 casos de OAVS sendo 20 casos iscolados e sete
familiais. Desse total de 27 casos, 19 casos ndo apresentaram qualquer
comorbidade, enquanto 8 casos apresentaram alguma comorbidade, dentre elas
Sindrome de Down, pé torto congénito, estrabismo, atraso do desenvolvimento

neuropsicomotor, retardo mental, fenda palatina e convulsao.

Dentre os casos familiais, em um deles foram analisados dois irmaos
(paciente 20). Em outro caso familial foram colhidos sangue de um tio e um primo de

segundo-grau da propdsita para uma posterior analise de exoma (paciente 3).

Critérios de inclusdo: pacientes que apresentam clinica compativel com a

sindrome do espectro Oculo-auriculo-vertebral, como malformacdes de orelha
(anotia, microtia), apéndices pré-auriculares, assimetria facial e dermdide epibulbar,

incluindo aqueles que apresentam comorbidades.

Critérios de exclusdo: pacientes que nao apresentam clinica compativel com

a sindrome do espectro 6culo-auriculo-vertebral, ou aqueles que os pacientes ou

responsavel legal ndo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Critério de diagnostico normal: foi definido como diagnéstico normal aquele

paciente, cuja analise ndo apresentou qualquer alteragdo cromossdmica ou que
apresentou alteracdes ja previstas como variagdo de namero de cépias (CNVsS) no
Database of Genomic Variant (DGV), ou seja, que possui algum tipo de polimorfismo

caracterizado como néo-patogénico.
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Critério de diagndstico para alteracdo potencialmente patogénica:

pacientes que apresentaram rearranjos cromossOmicos nao descritos previamente
como CNVs no banco de dados DGV.

3.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Os pacientes, 0s pais ou responsaveis, antes de assinarem o termo,
foram esclarecidos sobre o diagnostico da Sindrome do espectro-6culo-auriculo-
vertebral e sobre o procedimento de retirada e o destino da amostra de sangue,
sendo exposta de forma acessivel a questdo do sigilo sobre a identificagdo do
paciente, e ainda a autorizacdo para uso de fotos (Anexo ). Este estudo faz parte de
um projeto maior intitulado “Implantagcdo de novas metodologias moleculares para o
diagndstico e pesquisa de dismorfias de origem genética”, aprovado pelo Comité de
Etica da Faculdade de Medicina sob o nimero 086/2009 (Anexo Il) e financiado no
Edital PPSUS 2009 — Ministério da Saude e FAPDF.

3.3. METODOS LABORATORIAIS

3.3.1. Avaliacao Clinica e Coleta de Material:

A anamnese e o exame clinico dos pacientes foram realizados por médicas
geneticistas do ambulatério de genética do Hospital Universitario de Brasilia (HUB)
ou pelos médicos que os encaminharam. Amostras de sangue periférico foram

obtidas dos pacientes e seus pais biologicos, quando possivel, em dois tubos, um
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com EDTA e outro com heparina. Essas amostras foram utilizadas para extragéo de
DNA e obtencéo de cultura temporéria de células, respectivamente.

3.3.2. Exame Cromossdmico:

As preparacfes cromossémicas foram obtidas a partir de culturas temporarias
de linfocitos de sangue periférico, segundo as técnicas de rotina do laboratério.
Foram analisadas pela Dra. iris Ferrari, no minimo, 30 metafases de cada paciente

apos bandeamento G.

Coletou-se quatro mililitros de sangue periférico em tudo contendo heparina

para realizacao de exame citogenético.

Para a cultura temporaria de linfocitos de sangue periférico foi utilizado meio
de cultura RPMI (Invitrogen, Carlsbad, EUA) suplementado com 15% de soro bovino
fetal (Invitrogen) ao qual acrescentou-se fitohematoglutinina (Gibco, BRL) na
concentracgéo final de 1%. A cada 9 ml de cultura foi adicionado cerca de 1 ml de

sangue total.

A cultura ficou incubada a 37° por 72 horas, quando entdo foi realizada a
colheita para a obtencédo das preparacdes cromossdmicas. Quarenta minutos antes
da colheita foram acrescentados 50 ul de colchicina (Sigma) a uma concentragédo de
4X10™ M. A hipotonizacao foi feita com uma solucdo de KCI 0,075 M, por 10 minutos
a37°C.

A fixacao foi feita com alcool metilico e acido acético na proporgcao 3:1. O
material fixado foi pingado sobre laminas conservadas em agua destilada gelada e a
secagem feita ao ar. As preparacdes cromossOmicas foram mantidas a temperatura
ambiente por quatro a sete dias e entdo utilizadas para analise cromossoémica. A
analise foi realizada em microscoépio Optico apos tratamento com tripsina e coloracao

com Giemsa (bandeamento G).



33

3.3.3. Extracao de DNA:

A extracdo de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método
Puregene — “Salting out”. Este método é dividido em etapas, sendo a primeira de lise
celular, onde é utilizado 5mM MgCly,
1ImM EDTA pH 80 em uma reacdo e, 10mM Tris pH 7,5,
1mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra, para cada reacdo a solucéo € centrifugada
a 3400 rpm por 10 minutos. Para a segunda etapa utiliza-se 1 ml da solucdo de
precipitacdo de proteina ao lisado celular. Esta solu¢cdo contém 7,5M de NH; Ac.
Centrifuga-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas formardo um

pellet marrom escuro e compacto.

Na etapa de precipitacdo de DNA, o sobrenadante é transferido para um tubo
falcon contendo 3ml de isopropanol. O tubo é invertido lentamente até que se forme
um novelo de DNA. A reacédo é centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos. Retira-se o
sobrenadante, e adiciona-se 3ml de etanol absoluto. A reacdo é novamente
centrifugada. Depois disso, drena-se o tubo e deixa o DNA secar a temperatura
ambiente por 15 minutos. Na Ultima etapa, acrescenta-se ao tubo com o DNA, 200-
250 pl de TE 1x ou agua milliQ, que resulta em uma concentracdo aproximada de
400 ng/pl. O DNA é armazenado a 2-8°C.

As quantificacbes foram feitas no espectrofotometro Nanovue® (GE) e Qubit®
(Life Technologies). No primeiro foi possivel obter a razdo 260/280 nm, que se pode
observar a pureza da amostra. No segundo, a quantificagcdo de DNA foi dada de

maneira mais precisa.
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3.3.4. Buscade Microrrearranjos Cromossomicos por MLPA:

Para a investigacdo de delecdes ou duplicacbes nos genes candidatos

utilizamos a técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) (67).

Essa técnica permite a identificacdo do nimero de cépias de uma dada
sequéncia de DNA por meio da hibridacdo de sondas especificas e amplificacdo por
PCR. Essas sondas apresentam dois segmentos complementares as sequéncias-
alvo de DNA. Inicialmente as sondas sdo hibridadas ao DNA e em seguida 0s
fragmentos sdo unidos por uma ligase. Ap6s uma nova desnaturacdo o fragmento
formado pela juncdo das sondas € amplificado por PCR. A reacdo de PCR é
realizada com um Unico par de iniciadores, comum a todas as sondas. Em seguida
os fragmentos foram submetidos a eletroforese capilar no analisador genético ABI-
3130XL e os resultados analisados com o software “Genemapper’ (Applied

Biosystems).

As sondas foram desenhadas de acordo com o protocolo descrito pela MRC-
Holland (http://www.mlpa.com). O conjunto de sondas inclui uma sonda para cada
um dos genes candidatos. Como em um experimento de MLPA utilizando sondas
sintéticas, € possivel testar-se até 13 regifes simultaneamente, selecionamos 0s
genes GSC (14932), BAPX1 (4pl5), SIX1, SIX6 (14923) e OTX2 (14922),
previamente descritos como candidatos para a sindrome do espectro 6culo-auriculo-
vertebral. Além desses genes, selecionamos os genes NKD2 (5p15), WNT5B
(12p13.33), DAAM1 e PPM1A (14qg23), MAPK1, TBX1 e GSC2 (22g11.2) com base
em suas fungcdes na embriogénese dos primeiros arcos branquiais e suas posi¢coes
gendmicas, uma vez que fazem parte, ou estdo proximos, de regibes onde

rearranjos foram descritos em pacientes com OAVS.

Nas reacbes de MLPA, foi utilizado o kit EK-MLPA (MRC-Holland), 1fmol do
mix de sondas e 400ng de DNA genbmico. A analise dos resultados foi feita pela

observacéo dos eletroferogramas.
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Para a padronizagdo do protocolo de MLPA foi realizada uma reacao teste
para verificar se as sondas sintetizadas estavam funcionando e como estas se
apresentavam no eletroferograma (Figura 6).

Foi observada amplificacdo de quase todas as sondas, porém algumas
apresentaram um pico de amplificacdo baixo, 0 que € esperado, uma vez que cerca
de 13% das sondas construidas pelo proprio pesquisador podem nao funcionar
eficazmente. Diante disto, a sonda do TBX1 néo foi analisada, restando 12 sondas

para analise (www.mlpa.com — protocolo versdo MDP v003).
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Figura 6. Eletroferograma evidenciando os picos referentes a amplificagdo das sondas de MLPA. Os
dois ultimos picos representam sondas controle mapeadas em segmentos cromossémicos com baixa
frequéncia de rearranjos.

3.3.5. Analise Cromossdmica por Microarray

O exame de caridtipo, inicialmente realizado para a triagem de alteracdes
cromossOmicas, possui resolucdo de até 4-10 Mb. Assim, para a deteccdo de
alteracbes cromossOmicas menores sdo necessarias técnicas com maior poder de

resolugéo.

Uma das técnicas de citogenética molecular mais utilizadas para a triagem de

alteracbes cromossdmicas submicroscopicas é a andlise cromossdmica por micro


http://www.mlpa.com/
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array. Essa técnica de citogenética molecular permite verificar se ha perdas ou
ganhos de segmentos cromossémicos submicroscopicos em todo o genoma de um
individuo, detectando alteracdes cromossémicas de 10 a 100 vezes menores do que

€ visivel ao microscopio optico, dependendo da plataforma utilizada.

Investigpamos a presenca de alteracbes cromossdmicas submicroscopicas
pela analise cromossdémica por microarray em pacientes com diagnostico da
Sindrome do espectro 6culo-auriculo-vertebral utilizando a plataforma de 750K da
Affymetrix®. Essa plataforma utiliza microarranjos de DNA contendo 500.000 sondas
nao polimorficas para CNVs de regides codificantes e ndo codificantes do genoma
humano e cerca de 250.000 SNPs. Os procedimentos usados de purificacdo das
amostras, hibridacdo e lavagem s&o os descritos pelo fabricante. As imagens
geradas pelo scanner Affymetrix GeneChip 3000 7G foram analisadas através do

programa ChAS versao 2.0.1.2

Foram consideradas pelo programa ChAs alteracdes acima de 50 sondas
duplicadas consecutivamente, 25 sondas deletadas consecutivamente, e para

detectar perda de heterozigose, regides de no minimo, 5,000 kbp.

Alternativamente, alguns pacientes foram analisados por CGH-array. Esta
etapa do projeto foi realizada em colaboragdo com o grupo da Profa. Dra. Carla
Rosenberg do Departamento de Genética e Biologia Evolutiva do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sao Paulo, que utilizou a plataforma Agilent (Agilent

technologies®).

Este oligoarray contém quatro areas de aproximadamente 60.000
oligonucleotideos. As amostras teste e referéncia foram marcadas por random
priming com Cy3 Cy5 dCTPs, respectivamente. Os procedimentos usados de
purificacdo das amostras, hibridacao e lavagem séo os descritos pelo fabricante. As
imagens obtidas com o uso do scanner Agilent e do programa Feature Extraction
v9.5.1 foram analisadas com o programa CGH Analytics 3.4.40 (ambos das Agilent
Technologies), usando o algoritmo estatistico ADM-2 e limiar de sensibilidade 6.0.
Apenas as alteragbes que continham no minimo cinco oligonucleotideos
consecutivos com razao log, alterada foram consideradas pelo programa como uma
possivel alteracdo no numero de coépias de determinado segmento gendmico.

Usando esses critérios, a precisdo de mapeamento das alteracbes € de
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aproximadamente 80 kb, que é o espacamento médio entre os oligonucleotideos. O
tamanho minimo de alteracbes detectadas € cerca de 400 kb (cinco

oligonucleotideos).

Em apenas um paciente o array utilizado apresentava 44.000 sondas (Agilent
44K).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Fizeram parte do estudo 20 casos isolados e sete casos familiais de OAVS.
Desse total de 27 casos, 19 ndo apresentaram qualquer comorbidade diagnosticada
no ato da consulta, enquanto oito casos apresentaram outros transtornos ou
malformacbes, dentre eles Sindrome de Down (paciente 24), pé torto congénito
(paciente 24), estrabismo (pacientes 5 e 8), atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor (paciente 8), retardo mental (pacientes 12 e 21), fenda palatina

(pacientes 28 e 29) e convulsdo (paciente 29).

A taxa de ocorréncia entre os sexos foi de quase 1:1, 0S meninos representaram
55,5% dos casos. Trés pacientes apresentaram surdez causada por anotia bilateral,
20 apresentaram anotia ou microtia, sendo que 45% manifestaram a esquerda, 35%
a direita e 20% bilateralmente. Onze pacientes apresentaram apéndices pré-
auriculares, sete tinham assimetria facial e trés dermoide epibulbar. Dois pacientes
relataram defeitos congénitos cardiacos. Apenas um paciente apresentou coloboma
de iris e outro escoliose (Tabela 2). Nao houve registros de malformacgdes renais ou
de membros. Houve uma gestacdo gemelar dizigtica, com um dos gémeos
apresentando OAVS. Nao foi possivel obter dados clinicos detalhados dos paciente

25 e 27 para compor a presente tabela.



Tabela 2. Resumo dos pacientes e os principais sinais clinicos de OAVS
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Paciente Dermoéide Colobomade  Anotia/Microtia
epibulbar iris

1 +
2 +
3 +
4 +
5 +

6 +
7 +
8 +
9 +
10 +
11 +

12

Apéndice

pré-auricular

Assimetria

facial

Defeitos congénitos

cardiacos

Escoliose
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Paciente

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

26

Dermoéide

epibulbar

Coloboma de

iris

Anotia/Microtia

Apéndice

pré-auricular

Assimetria

facial

Defeitos congénitos

cardiacos

Escoliose
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Dentre os casos familiais, em um deles (paciente 20) foram analisados outros
dois irmaos afetados. Em outro caso familial foram colhidos sangue de um tio e um
primo de segundo-grau da propdésita para uma posterior analise de exoma (paciente
3). Foram considerados casos familiais aqueles em que algum membro da familia
apresentou algum tipo de malformacdo de orelha. As malformagcbes mais

recorrentes foram microtia e apéndices pré-auriculares.

A paciente 3 pertence a uma familia que apresenta OAVS, provavelmente,
como uma caracteristica autossémica dominante. Alguns integrantes de sua familia
materna apresentam pequenas malformacdes de orelha, e ao menos, trés sao

afetados, compartilhando caracteristicas como assimetria facial e microtia.

Revendo os prontuarios dos pacientes atendidos no ambulatério de genética
do HUB, percebemos que as familias dos pacientes 3 e 10 relatam histéria familiar
positiva para OAVS e residem em cidades que se distanciam apenas 26
qguildmetros, uma da outra, ambas no Ceara. Portanto, dentre as perspectivas de
continuacdo do estudo, encontra-se a andlise de co-segregacdo familiar da
sindrome nestas duas familias, que acreditamos ter uma mesma origem, pela

analise de exoma.

A descricédo clinica dos pacientes encontra-se no Apéndice A.

a. Analise de microrrearranjos por MLPA

Foram testados dez pacientes pela técnica de MLPA, e nao foi encontrada
nenhuma microdelecdo ou microduplicacdo nos genes candidatos selecionados, ou
seja, todos apresentaram resultado normal. Essas analises deixaram evidente que
esses rearranjos nas regidoes previamente consideradas candidatas sdo pouco

frequentes, apesar do pequeno numero de pacientes investigado.
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Como nao identificamos nenhum paciente com alteragdo, optamos por
realizar a andlise cromossdémica por microarray que permite uma investigacao de

todo 0 genoma e ndo apenas de regides candidatas.

b. Andlise de microrrearranjos por array

Dos 27 pacientes desta amostra, 26 foram analisados quanto a alteracdes
cromossOmicas submicroscopicas por array (Tabela 3). Nao foi possivel realizar
array em um paciente pela baixa qualidade de DNA apresentada, assim como
também néo foi possivel fazer a recoleta do mesmo. Quatorze pacientes (53,8%)
nao apresentaram rearranjos de acordo com a resolucéo utilizada. Consideramos
normais citogeneticamente aqueles pacientes que nao apresentaram qualquer
alteracdo cromossémica ou que apresentaram apenas rearranjos ja descritos como
CNVs néo patogénicos no banco de dados DGV.

Dentre os outros 12 pacientes, dois deles apresentaram delecéo (7,7%), seis
possuem duplicacédo (23%), dois tem perda de heterozigose (7,7%) e um paciente
apresentou um rearranjo complexo com um grande segmento duplicado e uma

delecéo terminal (3,8%).
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Tabela 3. Pacientes que realizaram andlise por array e seus respectivos resultados, incluindo a posicao e regido genémica, os genes envolvidos, tamanho do

rearranjo, forma de heranca e a plataforma utilizada para o experimento.

Amostra Tipo de Resultado/Posi¢cdo gendmica Localizacéo Tamanho Heranca da Plataforma
alteracéo cromossomica alteracéo
1 Delecéao chr22:17,276,772-19,770,655 22911.2 2,500 kbp De novo Agilent 44k (hgl8)
Inclui: DGCR2, GSC2, TBX1, SEPT5
2 Delecao chr12:115,099,359-115,130,894 dell2g24.21 31 kbp De novo Affymetrix 750k
TBX3 (hgl9)
3 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
5 LOH chr3:30,537,682-57,921,506 3p26.3-p14.3 27 Mb * Affymetrix 750k
(hg19)
6 - Normal - - Agilent 60k (hg18)
7 - Normal - - Agilent 60k (hg18)
8 Delecéo chr2:12,770-203,523 2p25.3 190 kbp De novo Affymetrix 750k
Duplicacdo chr2:203,625-24,853,867 2p25.3-p23.3 24,650 kbp (hg19)
9 Duplicacdo Dup chr4:76,772,950-77,000,736 4921.1 228 kbp * Affymetrix 750k
PPEF2, NAAA, ART3, SDAD1, CXCL9, (hg19)

CXCL10, CXCR3
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Amostra Tipo de Resultado/Posicdo genbmica Localizacéo Tamanho Heranca da Plataforma
alteracao cromossOmica alteracao
10 - Normal - - Agilent 60k (hgl8)
11 Duplicacao Dup chr20:8,794,395-9,336,676 20p12.3-p12.2 550 kbp Heranca paterna  Agilent 60k (hgl8)
Duplicacéo parcial de PLCB4 Genitor ndo afetado
12 Duplicacdo Dup chr1:200,451,451-200,769,281 1g31.1 318 kbp Heranca materna Affymetrix 750k
Dup chr10:91,115,477-91,631,690 10g23.31 516 kbp Heranca maternal (hg19)
KIF14, CAMSAP2, DDX59, IFIT1, Genitora nao afetada
SLC16A12, PANK1, KIF20B
13 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
14 - Normal - - Agilent 60k (hgl8)
15 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
16 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
17 Duplicacdo chrl1:1,946,870-2,212,488 11p15.5 265 kbp ¥ Affymetrix 750k

(hg19)
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Amostra Tipo de Resultado/Posicdo genbmica Localizacéo Tamanho Heranca da Plataforma
alteracao cromossOmica alteracao
18 Delecéao chrX:32,445,543-32,577,654 Xp21.1 132 kbp - Affymetrix 750k
(hg19)
19 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
20 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
21 - Normal - - Affymetrix HD
(hg19)
22 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
23 LOH chrl2:72,248,741-92,506,140 12q15-g22 20 Mb - Affymetrix 750k
(hg19)
24 - Trissomia do 21 - - Affymetrix 750k
(hg19)
25 - Normal - - Affymetrix 750k
(hg19)
26 Duplicacdo chrl2:21,969,669-22,817,436 12pl12.1 847 kbp ¥ Affymetrix 750k
ABCC9, CMAS, ST8SIA1, C2CD5, (hg19)

ETNK1
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Amostra Tipo de Resultado/Posicdo genémica Localizacéo Tamanho Heranca da Plataforma
alteracao cromossOmica alteracao
27 Duplicagéo chr6:106,566,922-106,942,362 6021 375 kbp ¥ Affymetrix 750k
ATG5 (hg19)

Dup = duplicac¢do; LOH = perda de heterozigose; *crianca adotada; ¥ os pais ainda ndo foram testados .
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Para quatorze dos pacientes ndo foram descritas anormalidades
cromossOmicas: 3, 6, 7, 10, 13, 14, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22 e 25.

A paciente 18 apresentou resultado negativo para rearranjos que pudessem
ser associados a OAVS, entretanto, foi observado um alelo com delecdo dos exons
19 a 31 do gene DMD causador da Distrofia Muscular de Duchenne na regiéao
Xp21.1 (figura 7). Consideramos este achado com um “incidentaloma”, uma vez que
ndo era o objetivo do trabalho este tipo de descoberta. Sera feito aconselhamento
genético desta familia para que eles saibam a probabilidade de que o resultado de

uma futura gestacao seja afetado por este tipo de distrofia.

(CytoSeanTE0R Array)(2) ¢y 750K cyehi Copy Number State (segments)

_(CytoScan750K_Array)(2).cy 750K cychp: Weighted Log2 Ratio

(CytoScan750K _Array)(2).cy 750K cychp: LOH (segments)

(CytoScan750K _Array)(2).cy 760K cychp: Allele Peaks

32440kb 32460kh 32480kb 32500kb 32520kh 32540kh 32560kb 32580kb

Figura 7. Resultado da andlise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo vermelho (Linha 1) representa o segmento deletado em Xp21.1. A linha 2
mostra as sondas ndo polimoérficas e a linha 3 as sondas polimoérficas (SNPs). Em rosa esta
representado o gene DMD. As barras verticais indicam os exons e a seta a dire¢do de transcrigao.
Podemos observar que a regido deletada inclui apenas parte do gene DMD.

Os microrearranjos, compativeis com algum efeito patogénico, entre
microdele¢bes, microduplicacdes e perda de heterozigose, encontrados nos outros

12 pacientes da amostra estdo descritos abaixo:
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Paciente 1

A paciente 1 apresentou uma microdelecdo de novo de 2.500 kbp na posicao
gendmica chr22:17,276,772-19,770,655 (Build36/hg18) na regidao 22q11.21 (Figura
8). A alteracdo desta regido também é responsavel pela Sindrome de
DiGeorge/Velocardiofacial (VCFS), e esta paciente apresenta sinais clinicos de
ambas as sindromes. Este achado resultou em uma publicacdo no American Journal

of Medical Genetics — Part A (anexo llI).
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Figura 8. Resultado do CGH-array com 44.000 sondas Agilent na paciente 1, mostrando a dele¢éo
em 22q11.21.

A delecdo em 22gl11.2 encontrada nesta paciente, também €& a mais
frequentemente relatada em outros casos de OAVS (18, 21, 22, 40). Esta é uma
regido de alteracdo gendmica recorrente, e a esta delecdo estdo associados
fendtipos variados: Sindrome da delecdo distal do 22ql11.2, Sindrome DiGeorge
(DGS)/ Velocardiofacial (VCFS).
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Todas as microdelecdes em 22g11.2 descritas para OAVS se sobrepbem em
quase toda a extensao, entretanto, a microdelecdo encontrada na paciente 1 esta
localizada a jusante das descritas anteriormente. Contudo, a sonda comercial N25
utilizada na técnica de FISH para analise da Sindrome velocardiofacial, hibrida em
um segmento mapeado na regido da delecdo da nossa paciente. Digilio e
colaboradores (40) descreveram trés pacientes com OAVS e del22qll identificada
por FISH. Nesse caso, por se tratar de um estudo com uma uUnica sonda, nao é
possivel saber qual o tamanho real das delecfes e de que modo elas se sobrepdem

as delecdes ja descritas (Figura 9).

Estes dados sugerem que a ocorréncia de OAVS e a microdelecdo em
22911.2 ndo é casual. Dessa forma, gene(s) mapeado(s) nesse segmento quando
alterados podem estar associados com a falha no desenvolvimento craniofacial.
Uma vez que delecdes que ndo se sobrepbem causam fendtipos similares é
possivel que haja um mecanismo regulatorio atuando sobre genes mapeados em
22q911.2, particularmente aqueles envolvidos no desenvolvimento da crista neural e

arcos branquiais.
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Figura 9. Desenho esquematico do segmento 22q11.2 deletado em pacientes com OAVS.

O gene GSC2, também chamado de GSC-Like, € um dos genes mapeados

em 22q11.2. Este gene esta relacionado com a VCFS e tem alta homologia com o
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gene GCS e sua funcédo € semelhante. O gene GSC, mapeado em 14932, possui
um importante papel no desenvolvimento dos arcos branquiais, e ja foi descrito
como candidato para OAVS com base em um estudo de ligacdo (7). Estes achados
sugerem que em 22q11.2 pode haver gene ou genes candidatos para OAVS, sendo
um deles o GCS2.

Um gene importante localizado nesta regido € o TBX1, indicado como gene
candidato para a Sindrome de microdelecdo 22gll.2 e a Sindrome
DiGeorge/Velocardiofacial (DGS/VCFS). Camundongos nocauteados para TBX1
apresentaram malformacfes cardiacas, craniofaciais e na paratireoide, que sdo

problemas encontrados naqueles pacientes com formas graves de DGS/VCFS (41).

Ainda utilizando camundongos como modelo animal, mutacbes neste gene
resultaram em falhas no desenvolvimento da orelha media e externa, e em
hipoplasia da orelha interna. Um fenétipo similar também foi observado com a
inativacdo do TBX1 apenas na endoderme dos arcos faringeos, indicando um papel
primario deste gene na morfogénese desses arcos faringeos (42). Yagi e
colaboradores (65) identificaram mutacdes de ponto em TBX1 em muitos individuos

com fendtipos da Sindrome de microdelecdo 22q11.2.

Paciente 2

Na paciente 2 foi observada uma microdelecdo de novo de 31 kbp na posicao
gendmica chrl2:115,099,359-115,130,894 (GRCh37/hgl9) na regido 12g24.21
(figura 10). Nesta regido encontra-se o gene TBX3, que pertence a uma familia
evolutivamente conservada de fatores de transcricdo T-box. Membros dessa familia
tém papéis centrais no controle do desenvolvimento. Sua expressédo € regulada
durante a embriogénese, e regula a proliferacdo e diferenciacdo de varias células
progenitoras durante a organogénese. Acredita-se que sua haploinsuficiéncia causa
malformacdes congénitas, envolvendo estruturas craniofaciais, cardiovasculares e
esqueléticas (43). Aléem disto, mutacdes neste gene sdo descritas como causa da
Sindrome Ulnar-mamaria (44), cujas caracteristicas ndo se enquadram na paciente
por ndo apresentar anomalias na parte posterior dos membros superiores, mamas

e/ou nos genitais.
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Esta paciente apresenta uma delecdo de novo do gene TBX3 — dnico
deletado no segmento - e fendtipo classico de OAVS, indicando um novo gene para
a sindrome aqui estudada. Esse achado refor¢ca o papel do TBX1 como o principal

gene envolvido na etiologia da OAVS nos pacientes com microdelecdo em 22q11.

(CVtoScan 750K Aray) cy TEOK cyehp: Copy Number State (segments)

(CytoScan750K_Array).cy750K cychp: Weighted Log2 Ratio

(CytoScan750K_Array).cy 750K cychp: LOH (segments)

(CytoScan750K_Array) cy 760K cychp: Allele Peaks
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Figura 10. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho (Linha 1) representa o segmento deletado em 12g24.21. A linha 2
mostra as sondas ndo polimoérficas e a linha 3 as sondas polimoérficas (SNPs). Em rosa esta
representando o gene TBX3. As barras verticais indicam os exons e a seta a diregcdo de transcri¢éo.
Podemos observar que a regido deletada inclui apenas o gene TBX3.

Paciente 8

No paciente 8 foi observado um rearranjo cromossoémico complexo
envolvendo uma pequena regido deletada terminal e uma regido duplicada, ambas
de novo, nas posi¢cdes gendmicas chr2:12,770-203,523 de 190 kbp e chr2:203,625-
24,853,867 (GRCh37/hg19) de 24.650 kbp, respectivamente, na regiao 2p23.3-p25.3
(figura 11). Esta grande regido de rearranjo compreende mais de 50 genes, dentre
eles destacamos o SOX11.

SOX11 é um gene da familia de mediadores do desenvolvimento. Esses
mediadores genéticos sado expressos em combinacdes de padrbes sobrepostos que

controlam espacial e temporalmente processos diferentes do desenvolvimento. O
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dominio HMG (motivo de ligacdo ao DNA compreendido na classe de proteinas do
Grupo de Alta Mobilidade) das proteinas SOX aparenta ativar a transcricdo
indiretamente por curvarem o DNA de forma que outros fatores de transcricdo
possam fazer contato com regifes promotoras dos genes. Varios genes SOX atuam
em vias de desenvolvimento diferentes. Portanto, mutagcbes em genes mediadores
sdo causas muito comuns de malformacdes congénitas. Acredita-se que SOX11
seja importante no desenvolvimento do sistema nervoso central tanto em linhagens
gliais como neuronais, sugerindo um importante papel na maturacao e diferenciacao
neuronal, agindo como um ativador transcricional (45), o que explicaria o atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor, distirbios de comportamento e epilepsia do

paciente em tela.

Possivelmente este grande nimero de genes duplicados tenha interferido na
formacdao histoldgica craniofacial, levando ao quadro clinico de OAVS e disturbios de
comportamento apresentados pelo paciente. No DECIPHER estdo descritos dois
pacientes com delecbes nesta regido e que apresentam baixa implantacdo e
malformacéo de orelha externa (276586 e 253151, respectivamente) e um paciente

com duplicacéo apresentando deficiéncia auditiva (271052).

Trés estudos descreveram pacientes com rearranjo na regiao subtelomérica
2p25.3, sendo dois deles casos de delecdo. Apesar dos pacientes apresentarem
caracteristicas heterogéneas, esses casos compartilham alguns sinais clinicos como
retardo mental, autismo, anomalias craniofaciais e esqueléticas, estrabismo,
hipotonia, flexibilidade das juntas e dismorfias (46, 47, 48). O paciente aqui descrito
também compartilha algumas dessas caracteristicas como anomalia craniofacial e

estrabismo.
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Figura 11. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo vermelho representa o segmento deletado e o retangulo azul representa o
segmento duplicado em 2p25.3 (Linha 1). A linha 2 mostra as sondas nao polimérficas e a linha 3 as
sondas polimoérficas (SNPs).

Paciente 9

A paciente 9 possui uma microduplicacdo na posicdo gendmica
chr4:76,772,950-77,000,736 (GRCh37/hgl19), contendo 228 kbp, na regido 4921.1
(figura 12). Nao foram descritas duplicacdes nesta regido como CNV, apenas
delecdes e inversbes, portanto, a duplicacdo é, a principio, ndo polimérfica. Os
genes localizados nesta regido duplicada e o papel biolégico estabelecido ou
sugerido, até o momento, encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Lista de genes localizados na regido duplicada 4g21.1 com suas respectivas funcdes
bioldgicas.

Genes Funcéo bioldgica

PPEF2 Relacionado ao sistema visual. Possui alta similaridade com o
gene responsavel pela degeneracéo de retina em Drosophilas
(OMIM 602256).

NAAA Associado a degradacéo de esfingolipideos lisossomais e

hidrolise de ceramida em acidos ,graxos livres (OMIM 607469).
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Genes Funcdao bioldgica

ART3 Gene da familia de ADP-ribosiltransferase. No banco de dados
DECIPHER estéo relatados pacientes com duplicacdo ou
delecao deste gene que apresentam microtia, anormalidades de

face e coloboma de iris (OMIM 603086; http://genome.ucsc.edu).

SDAD1 Gene pouco estudado, envolvido na biogénese ribossomal.
Foram relatados no DECIPHER pacientes com duplicacao ou
delecado deste gene que apresentam microtia, anormalidades de

face e coloboma de iris (http://genome.ucsc.edu)

CXCL9 Sem definicdo especifica, parece estar envolvido no tréfico de
células T (OMIM 601704).

CXCL10 Sua proteina codificada quando ligada a CXCR3 resulta em
efeitos pleiotropicos, como estimulacao de mondcitos, migracao
de células T e natural killer e modulacédo da adesao molecular
(OMIM 147310).

Os genes citados acima nao elucidam a causa de OAVS, mas esta regiao nao
possui nenhum CNV previamente descrito, portanto, acredita-se que esta seja a
causa da malformacdo nesta paciente. Seria importante investigarmos 0s pais
bioldgicos da propdésita, no entanto, ela é adotada, ndo sendo possivel prosseguir
com a investigacdo. Portanto, com o conhecimento existente acerca dessa regiao e
dos genes nela mapeados néo é possivel afirmarmos com seguranca se a alteragcao
€ ou ndo patogénica. A descricdo no DECIPHER de outros pacientes com alteracao
nesta regido que apresentam problemas de desenvolvimento craniofacial refor¢ca a

ideia que ela possa ser patogénica.


http://genome.ucsc.edu/
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Figura 12. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo azul (Linha 1) representa o segmento deletado em 4g21.1. A linha 2 mostra
as sondas néo polimérficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa estao representados
os genes PPEF2, NAAA, SDAD1 e ARTS.

Paciente 11

No paciente 11 foi encontrada uma microduplicacdo de aproximadamente 550
kbp na posicdo gendmica chr20:8.794.395-9.336.676 (Build36/hgl8) na regido
20p12.3-p12.2, sendo o genitor também portador do mesmo rearranjo (figura 13).
Nesta regido duplicada encontra-se o gene PLCB4, que foi descrito recentemente
como o causador da sindrome auriculocondilar (ACS), que pode ser confundida com
a sindrome do espectro Oculo-auriculo-vertebral, em virtude de semelhancas
fenotipicas de ambas as sindromes (34). O paciente e sua familia foram reavaliados
pelo servico de genética médica e no Servigo Clinico de Atendimento de Pacientes
Portadores de Anomalias Dentarias da Universidade de Brasilia. Nenhum deles
possui malformacdo do condilo mandibular, mas o paciente apresenta

caracteristicas que se enquadram no novo diagnostico de ACS.
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O genitor ndo possui caracteristicas clinicas para OAVS, apenas apresenta as
orelhas levemente rotadas para tras, sugerindo assim uma heran¢ca autossémica
dominante com penetrancia incompleta. Rieder e colaboradores (34) relataram
penetrancia incompleta e/ou expressividade variavel nos fendtipos de ACS por eles
estudados. Nosso paciente e seu genitor apresentam uma duplicacdo dos 18

primeiros exons e este rearranjo pode exercer um efeito dominante negativo.
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ngura 13. Resultado do array Agilent 60k no paciente 11 mostrando uma duplicacdo em 20p12.3-
pl2.2.

Paciente 12

Na paciente 12, foram encontradas duplicacbes em 1g31.1 e 10g23.31,
apresentando tamanhos de 318 kbp e 516 kbp, respectivamente, e regides
gendmicas chr1:200,451,451-200,769,281 e chr10:91,115,477-91,631,690
(Build37/hg19) (figuras 14 e 15). A genitora também apresenta ambas as
duplicacbes, no entanto, ndo apresenta sinais clinicos de OAVS. Na primeira
microduplicacdo encontram-se os genes KIF14, que tem atividade de transporte
intracelular e divisdo celular (49); CAMSAP2, que atua na organizagcdo de
microtubulos ndo-centrossomais (50); e DDX59, cuja baixa produc¢éo da proteina foi

recentemente associada a sindrome orofaciodigital (51).
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A segunda microduplicagéo localizada no bragco longo do cromossomo 10
contém os genes IFIT1, SLC16A12, PANK1, KIF20B, que estdo envolvidos no
processo de formacéo de fibroblastos e linfoblastos; catarata juvenil, microcornea e
glicosuria renal; metabolismo de acidos graxos; e divisdo celular, respectivamente
(52).

Em ambas as regides, estdo relatadas pequenas por¢cdes de duplicagdo como
polimorfismos pelo DGV, entretanto, nossa paciente apresenta uma duplicacao
muito mais extensa que as representadas pelo banco de dados. Portanto o possivel
efeito da mesma néo pode ser descartado. Uma vez que a genitora possui 0 mesmo
rearranjo, mas nao apresenta clinica da sindrome, nega historia familiar positiva e
possui outros 5 filhos normais, consideramos que 0S rearranjos nao sejam
patogénicos, contudo ndo podemos excluir a possibilidade de tratar-se de

penetrancia incompleta.
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Figura 14. Resultado da analise cromossémica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retdngulo azul (Linha 1) representa o segmento duplicado em 1g31.1. A linha 2
mostra as sondas ndo polimérficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa estao
representados os genes KIF14, DDX59 e CAMSAP2. As barras verticais indicam os exons e a seta a
direc&o de transcricao.


http://genome.ucsc.edu/

59

(C¥iaScanT50R Aray) ¢y 750K cychp: Copy Number State (segmentsy

(CytoScan750K_Array).cy 750K cychp: Weighted Log2 Ratio

EOS! s s, aviasi i SRR Rl WAL RG0S T R eeiE @ ¢ et eNE el Gedt o WG Tereleis W RO SR SUAsl el s

(CytoScan750K_Array).cy 750K cychp: LOH (segments)

(CytoScan750K_Array).cy750K cychp: Allele Peaks

PANKA (806160) KIF208 (805488)
91100kb 91150kh 91200kh 91300kb 91350kb 91400kb 91450kh. 91500kb 91550kh 91600kb 91650kb

Figura 15. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retadngulo azul (Linha 1) representa o segmento duplicado em 10g23.31. A linha 2
mostra as sondas ndo polimérficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa estédo
representados os genes IFIT1, SLC16A12, PANK1, KIF20B. As barras verticais indicam 0s exons e a
seta a direcdo de transcricao.

Paciente 17

O paciente 17 apresenta uma microduplicacdo de 265 kpb na posicao
gendmica chrll: 1,946,870-2,212,488 (GRCh37/hg19) em 11p15.5 (figura 16). Esta
€ uma importante regido de imprinting, onde o gene H19 é expresso pelo
cromossomo materno, e o IGF2 pelo paterno. Sabe-se que a duplicacdo de genes
contiguos desta regido e uma falha de impriting ou auséncia da copia materna
podem levar a Sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS). O paciente em tela, além
de apresentar malformac¢des craniofaciais compativeis com OAVS, também
apresenta um quadro de aniridia e alguns sinais de BWS, como hérnia umbilical e
macrossomia. Sera realizado MS-MLPA para avaliar o estado de metilacdo desses
genes. A dosagem aumentada de IGF2 decorrente de duplicacdo de origem paterna

explicaria o quadro de BWS.

Ressaltamos que este achado de BWS provavelmente ndo esta relacionado
com a OAVS. A analise cromossOmica por microarray algumas vezes permite estas

descobertas, 0 que tem ajudado geneticistas clinicos a chegarem a um diagndstico
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mais preciso. Neste caso, 0 paciente apresenta ambas as sindromes, que nao estdo

relacionadas.
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Figura 16. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retédngulo azul (Linha 1) representa o segmento duplicado em 11p15.5. A linha 2
mostra as sondas ndo polimoérficas e a linha 3 as sondas polimoérficas (SNPs). Em rosa esta
representado o gene IGF2. As barras verticais indicam 0s exons e a seta a dire¢o de transcrigao.

Paciente 26

O Paciente 26 possui uma duplicacdo de 847 kbp na posicdo gendmica
chrl2:21,969,669-22,817,436 (GRCh37/hg19) na regido 12p12.1 (figura 17). Nesta
regido encontram-se 0s genes listados na tabela abaixo com suas respectivas

funcBes bioldgicas (Tabela 5). Os pais do paciente ainda nao foram testados.

Tabela 5. Lista dos genes presentes na regiao duplicada em 12g12.1 e suas fung¢des biologicas.

Genes Funcéo bioldgica

ABCC9 Gene cuja proteina codificada € um membro da superfamilia de
transportadores de ATP. Este tipo de proteina transporta varias
moléculas através das membranas celulares, e esta envolvida nos
canais de potassio sensiveis a ATP nos musculos esquelético, cardiaco
e tecido vascular. Mutagdes neste gene sdo associadas a cardiomiopatia

tipo 1 e osteocondrodisplasia hipertricética (OMIM 601439).
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Genes Funcéo bioldgica

CMAS  Faz parte de uma familia de agucares de nove carbonos localizados na
superficie celular que tem um importante papel na determinacdo da
funcdo e estrutura de muitos tecidos animais, principalmente na

comunicacao célula-célula e respostas imunes (OMIM 603316).

ST8SIAL E um tipo gangliosideo conhecido por seu papel na adesdo e

crescimento em culturas de células malignas (OMIM 601123).

C2CD5 Caodifica uma proteina de dominio calcio-dependente

(http://genome.ucsc.edu/).

ETNK1 Codifica uma quinase etanolamina que catalisa o primeiro passo na
biossintese de fosfatidiletanolamina, sendo este um fosfolipideo de
caracteristica polar, idnica e possui uma ponte fosfodiéster, que liga o

esqueleto do glicerol a algumas bases nitrogenadas (OMIM 609858).

A uma distancia de 867 kbp, a jusante da duplicacdo descrita neste paciente,
esta localizado o SOX5, um gene da familia de mediadores do desenvolvimento, e
como ja mencionado anteriormente, mutacbes em genes mediadores do
desenvolvimento sdo causa importante de malformacfes congénitas. Utilizando
técnicas histologicas e analise de expressdo génica Smits e colaboradores (53)
concluiram que SOX5 e SOX6 sdo enhancers redundantes de fungdes
condroblasticas, controlando tanto a expressdo de genes da matriz extracelular
quando da proliferacdo celular. Portanto, sdo genes que estdo envolvidos no
processo de formacao de tecidos cartilaginosos, como as orelhas. Foi demonstrado
que alteracdes em regides acentuadoras do gene SOX9, localizadas até 1Mb de
distancia do gene podem influenciar na sua expressao (54). Mecanismo semelhante
foi descrito também para o gene SOX10 (55). A desregulacdo a distancia do gene
SOX5 pela duplicacdo na paciente aqui descrita poderia explicar o fenotipo de
OAVS.
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Figura 17. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo azul (Linha 1) representa o segmento deletado em 12p12.1. A linha 2 mostra
as sondas néo polimérficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa estdo representados
0s genes ABCC9, ST8SIAL, KIAA, ETNK1. As barras verticais indicam os exons e a seta a direcdo de
transcrigéo.

Paciente 27

No paciente 27 foi observada uma microduplicacdo na posicdo gendmica
chr6:106,566,922-106,942,362 na regido 6g21, compreendendo 375 kbp (figura 18).
O Unico gene presente nesta regido € o ATG5 que, em células de mamiferos, estao
em altos niveis nas vias apoptoticas, pois codificam proteinas autofagicas. Ainda
nao se sabe se proteinas ATG sdo responsaveis também por regular a sinalizacao
celular (56). Apesar de controles de vias de apoptose fazerem parte de importantes
processos celulares, principalmente durante a embriogénese, n&do podemos
confirmar a associacdo desta microduplicacdo com o fenétipo de OAVS. Os pais do

paciente ainda n&ao foram testados.
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Figura 18. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). O retangulo azul (Linha 1) representa o segmento deletado em 6g21. A linha 2 mostra as
sondas nao polimorficas e a linha 3 as sondas polimérficas (SNPs). Em rosa esta representado o
gene ATGS. As barras verticais indicam os exons e a seta a dire¢do de transcrigao.

Neste estudo, dois pacientes, descritos abaixo, apresentaram uma Unica
regido grande de perda de heterozigose (LOH). A LOH é um mecanismo que esta
relacionado com homozigose de genes recessivos, possivelmente decorrente de

uma dissomia uniparental segmentar (UPD).

Paciente 5

Na Paciente 5 foi identificada uma perda de heterozigose de 27 Mb na regiédo
gendmica chr3:30,537,682-57,921,506 (Build37/hg19) em 3p26.3-p14.3 (figura 19).
Por se tratar de uma vasta area, aproximadamente um ter¢co do braco curto do
cromossomo 3, muitos genes estdo envolvidos. Destacamos o gene WNT5A, que
pertence a familia Wingless (WNT), que produzem moléculas sinalizadoras
paracrinas, ou seja, sdo secretadas no espaco que circunda a célula. Sao fatores
altamente conservados no reino animal, e participam de processos de
desenvolvimento eixo dorsoventral, e formac¢do do cérebro, musculos, das gbnadas
e dos rins. MutagcGes que codificam estas moléculas podem levar a comunicagao

anormal entre células, especialmente durante a embriogénese e malformacdes
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craniofaciais (57). Esta perda de grande extensdo sera investigada pelo

sequenciamento de exoma.
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Figura 19. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). A linha 1 mostra os CNVSs, a linha 2 mostra as sondas ndo polimérficas. O retangulo roxo
(Linha 3) representa o segmento com perda de heterozigose em 3p26.3-p14.3. A linha 4 representa
as sondas polimorficas (SNPs).

Paciente 23

O paciente 23 apresenta uma perda de heterozigose de 20,257 kbp na
posicdo genémica chrl2:72,248,741-92,506,140 (GRCh37/hgl9) na regido 12q15-
g22 (figura 20). Nesta regido, o banco de dados DECIPHER descreve um paciente
(276581) com esta regido deletada e microtia, pequeno I6bulo auricular, microftalmia
e coloboma de nervo Optico. Esta regido possui algumas dezenas de genes,
entretanto chamamos a atencao para o gene DUSP6 que regula outros genes da
familia das MAP quinases, que entre outras funcdes, regulam a diferenciacdo e
proliferacdo celular, e o0 OTOGL, que é responsavel pela producdo e funcdo de
estruturas da orelha interna, e pacientes homozigotos ou heterozigotos compostos
para mutacdes nesse gene apresentam perda de audicdo sensorioneural néo-
sindrémica. (52, 58).
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Figura 20. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). A linha 1 mostra os CNVSs, a linha 2 mostra as sondas ndo polimérficas. O retangulo roxo
(Linha 3) representa o segmento com perda de heterozigose em 12g15-g22. A linha 4 representa as
sondas polimorficas (SNPs).

A dissomia uniparental € um defeito de heranca, onde ambos cromossomos
homologos, ou segmentos de homodlogos, no genoma de um individuo originam-se
de apenas um dos pais. A UPD possui trés importantes efeitos associados a
doencas: a primeira, por perturbar a heranca das modificacées epigenéticas origem-
especifica, causando doencas de imprinting; a segunda, por converter alelos
deletérios transmitido de um pai heterozigoto para um status homozigoto, levando a
uma doenca recessiva, e a terceira por uma trissomia incompleta, resultando em um
mosaicismo residual (59). Sabe-se que a UPD contribui para doencas genéticas

raras e sua deteccdo é um importante passo para identificagcdo causal de sindromes.

King e colaboradores (60) implementaram um método estatistico para
detectar UPD em trios (pai, mée e filho). Eles testaram 1.057 trios a partir de um
banco de dados de SNPs de doencas raras, e encontraram uma frequéncia maior de
perda de heterozigose nestes trios do que na populacdo em geral, sugerindo que a

maioria desses eventos sao patogénicos.
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Paciente 24

O paciente 24 possui trissomia do 21 — Sindrome de Down, e ndo apresentou
outras alteracdes que pudessem ser associadas a OAVS (figura 21). Normalmente,

a trissomia do cromossomo 21 ndo esta associada a outras sindromes como OAVS.
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Figura 21. Resultado do array affymetrix 750k no paciente 24, mostrando que 0 paciente tem
Sindrome de Down.

Os pacientes 17, 20 e 22 apresentaram uma mesma regido duplicada em
1p36.33 nas posicbes gendmicas chrl:3,252,516-3,527,569 (275 kbp),
chrl:3,191,784-3,540,374 (349 kbp) e chrl:3,357,057-3,614,605 (288 kbp),
respectivamente que estdo descritos varios segmentos de CNVs polimérficas ndo
patogénicas (figura 22). A paciente 20 tem dois irmdos também afetados e
portadores da mesma CNV em 1p36.32.

Por tratar-se de CNV provavelmente polimérfica, esses pacientes foram
considerados normais pela analise cromossémica por microarray. No entanto, esse
polimorfismo apresentou uma frequéncia elevada em nossa amostra (1:7) quando
comparado com o nosso banco de dados, em que a alteracdo esta presente em 1:46
individuos. Esse banco € constituido tanto de pacientes casos com diagnésticos

diversos quanto de controles, ou seja, individuos sem patologias. Os pacientes
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analisados pela plataforma Agilent serdo revistos posteriormente para avaliar a
presenca deste CNV especifico.
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Figura 22. Resultado da analise cromossdmica por microarray na plataforma Cytoscan 750k
(Affymetrix). As quatro primeiras linhas (retdngulos azuis) representam o segmento duplicado na
regido 1p36.32-p36.32, descrita como CNV.

Nas regibes acima descritas estdo localizados os genes PRDMI16,
ARHGEF16, MEGF6 e TP73. Dentre os quatro genes, um estudo com PRDM16 em
camundongos, revela o papel deste gene na morfogénese craniofacial, do sistema
nervoso central e de membros (61). Podemos dizer que um determinado conjunto de
variacdo de numero de cépias pode alterar a expressdo génica, e neste caso,
especificamente, a morfologia craniofacial. Apesar destas regides terem sido
descritas como polimorficas, sabemos que uma combinagcédo de polimorfismos pode
alterar vias metabdlicas capazes de afetar o desenvolvimento embriofetal, como por
exemplo os polimorfismos envolvidos em vias de detoxificacdo (62). E possivel ainda
gue esta alteracdo atue como fator modificador ou de predisposi¢cdo a OAVS. Estas
interacdes polimorficas muitas vezes explicam a expressividade variavel, a
penetrancia incompleta e o valor do efeito ambiental como modulador neste tipo de

doenca.

Uma explicacdo para o efeito imprevisivel dos CNVs no fendtipo € que o
status de doenca geralmente envolve estas regides de variacbes de copias que
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contém genes dose-dependentes ou regulatorios. A microduplicacdo 1p36.32-33,
encontrada em trés pacientes mais dois irméos ressalta a importancia da avaliacao
do namero de coépias (CNVs). Southard e colaboradores (36) enfatizam que embora
os CNVs, normalmente, ndo produzam fenoétipos patologicos, alguns, especialmente
0s de grande tamanho, podem estar associados a doengas que possuem grande
espectro de variabilidade de expressdo, como por exemplo as malformacdes
congénitas e doencas psiquiatricas. Esta variacdo no numero de cépias pode estar
presente em regides regulatérias, suprimindo ou superexpressando genes. Ainda
ndo se sabe quais combinacbes levariam a fendtipos patoldgicos, e por isso,
precisam ser melhor estudas. Um grande desafio nos dias atuais é conseguir
distinguir entre as variagcdes normais presentes na populacdo geral, aquelas que

podem ter um efeito patogénico.

A figura 23 representa os rearranjos relatados na literatura e os encontrados
em nossas analises. As marcacdes a esquerda representam os dados da literatura,
e aquelas da direita representam os dados deste trabalho. Podemos observar pela
figura a baixa recorréncia de rearranjos, e a grande heterogeneidade da sindrome.

B Delecao
= Duplicagao
w LOH
Translocagao

Figura 23. Idiograma representando os rearranjos descritos na literatura (& esquerda) e os
encontrados neste trabalho (& direita).
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Avaliando os trabalhos ja descritos na literatura, conclui-se que 0s rearranjos
mais recorrentes ocorrem nas regides 14923; 14932 e 22911 (7, 18, 21, 22, 23, 24,
29, 63, 64).

Rooryck e colaboradores (63) avaliaram 86 pacientes com OAVS, sendo que
73 deles ndo apresentaram rearranjos, e 13 apresentaram duplicacdes/delecdes,
representando 15% da amostra. Dentre esses microrrearranjos, dois eram de novo,
quatro rearranjos herdados paternalmente, trés maternalmente, um paciente
apresentou dois rearranjos, um de heranca materna e o outro paterna, € em um
paciente ndo foi possivel analisar os pais. Em nossa amostra, este achado foi de
46%, 12 em 26 casos. Esta discrepancia de resultados pode ser explicada porque as
nossas analises foram realizadas numa plataforma de array de maior densidade e
que possui sondas de SNPs, permitindo também a deteccao de regides de perda de
heterozigose. Os rearranjos observados em nosso trabalho s&o inéditos com

excecdo da delecéo do 22.
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5. CONCLUSAO

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Em nosso estudo, doze dos 26 casos (46%) apresentaram alteracao
cromossOmica detectada por array possivelmente associadas a OAVS. No
caso do MLPA, nenhum paciente apresentou microrrearranjo. Os dados do
array confirmam que a recorréncia de microrrearranjos na OAVS é baixa e,
portanto, estudos direcionados para busca de rearranjos patogénicos em
regibes candidatas néo é efetiva.

Dois pacientes apresentaram grandes segmentos de perda de
heterozigose, possivelmente decorrentes de UPD segmentar. Esses
achados ressaltam a importancia da inclusdo de SNPs na analise
cromossOmica por microarray € 0 sequenciamento das regibes de
homozigose pode revelar novos genes candidatos para a OAVS.

A identificacdo de uma paciente com delecéo de TBX3 em 12923 reforca a
importancia da familia de genes TBX na etiologia da OAVS, uma vez que o
gene TBX1 ja havia sido proposto como candidato em 22g11.

Um paciente apresentou duplicacdo na regido da sindrome de Beckwith-
Wiedemann. Como ndo ha descricdo de associacdo da sindrome de
Beckwith-Wiedemann com malformacdes tipicas de OAVS nao podemos
correlacionar esse achado com as malformacdes craniofaciais do paciente.
Penetrancia incompleta péde ser observada na familia do paciente 11,
pois 0 gene alterado pela duplicacdo ja foi descrito como o causador da
Sindrome auriculo-condilar, e o pai possui a mesma alteracdo sem
apresentar fendtipo. Nos demais casos de alteracfes herdadas, o fato do
rearranjo ser herdado de um dos genitores ndo permite exclui-lo como
possivel causa da OAVS no paciente e penetrancia incompleta no genitor.

CNVs no segmento 1p36.32 ja& caracterizada como polimérficas,
apresentaram uma frequéncia maior em nossos pacientes (1:7) do que na
populacdo geral de nosso banco de dados (1:46). Ainda ndo esta clara
qual a real contribuicAo dos CNVs para a variabilidade genética, no
entanto, alguns estudos tém descrito associacdo entre a variagcao de copia

de regides de DNA e susceptibilidade a doencas.
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7) Os microrrearranjos observados no presente trabalho s&o os primeiros a
serem descritos, com excecao da delecédo do 22q11.2 e da duplicagdo em

20p12.2. Estes resultados confirmam o carater heterogéneo da sindrome.
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APENDICE A

Caracterizacdo da amostra e descricao clinica
Paciente 1
Data de nascimento: 21/06/2000

E a segunda filha de casal jovem n&o consanguineo. Apresenta surdez condutiva,
atraso no desenvolvimento motor e afasia, ptose palpebral a esquerda, orelha direita
displésica, retrognatia discreta, frouxiddo ligamentar, dedos hiperextensiveis e
afilados, prolapso do folheto mitral anterior sem disfuncéo valvar.

A andlise por array-CGH mostrou uma microdelecdo de novo de 2,500 kbp na
posicdo genbmica chr22:17,276,772-19,770,655 (Build36/hgl8) na regido
22011.21que resultou em uma publicacdo cientifica na revista American Journal of

Human Genetics (Anexo ).

Figura 24. Paciente 1 com OAVS e del22q11. Possui microssomia hemifacial e displasia da orelha

direita.

Figura 25. Heredograma da familia da paciente 1. O circulo preenchido em preto representa a

propoésita.
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Paciente 2
Data de nascimento: 27/11/2007

Segunda filha de casal jovem ndo consanguineo. Apresenta malformacdo do
pavilhdo auricular bilateral, sendo o orificio direito em fundo cego. Apresenta
paralisia facial & direita. Parétidas de tamanho reduzido, direita menor que esquerda,

e auséncia de glandula sublingual direita.

A andlise por array mostrou uma microdelecdo de novo de 31 kbp na posicéo
gendmica chr12:115,099,359-115,130,894 (GRCh37/hg19) na regido 12qg24.21

.
AR RN R RN

12 13 14 15 16
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A

Figura 27. Heredograma da familia da paciente 2. O circulo preenchido em preto representa a

proposita.
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Paciente 3
Data de nascimento: 27/09/2009

Primeira filha de casal jovem e nao consanguineo. Apresenta microssomia
hemifacial e microtia a esquerda com atresia aural. A mée relatou a presenca de

outros afetados em sua familia, originéria de Crateus — CE.

A analise por array ndo mostrou alteracédo patogénica.

Figura 28. Paciente 3 com microssomia hemifacial e microtia a esquerda.

$oé 0% oo 9$ So db

AT v .Y
x 7

@ Nulher afetada @© Mulher portadora

B Homenm afetado ﬂ Homem portador

Figura 29. Heredograma da familia da paciente 3. A seta indica a propésita.



81

Paciente 4
Data de nascimento: 06/01/2008

Segundo filho de casal jovem ndo consanguineo. Apresenta microtia a esquerda,
sem outras malformacdes. Pais negam historia familiar de malformacdes. N&o foi

possivel realizar array deste paciente devido a baixa qualidade do DNA.

Figura 30. Paciente 4 apresenta microtia a esquerda.
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Figura 31. Heredograma da familia do paciente 4. O quadrado preenchido em preto representa o

propaésito.
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Paciente 5
Data de nascimento: 13/11/2007

Segunda gestacdo da mée, que foi gemelar dizigética. Pais ndo consanguineos.
Mée fez uso de corticdide na 342 semana de gestagcdo. Apresenta assimetria facial,
apéndices pré-auriculares nas duas orelhas, estrabismo, desvio de comissura labial

para a direita quando chora e dermadide epibulbar.

A anadlise por array mostrou uma perda de heterozigose na regido 3p26.3-14.3
compreendendo 26 Mb, na posi¢cdo genémica chr3:30,537,682-57,921,506.

Figura 32. Paciente 5 com apéndices pré-auriculares em ambas orelhas, estrabismo, assimetria facial

e dermdide epibulbar.
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Figura 33. Heredograma da familia da paciente 5. O circulo preenchido em preto representa a
propdsita. O circulo parcialmente preenchido representa um familiar do sexo feminino com retardo

mental e estrabismo.
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Paciente 6
Data de nascimento: 13/01/2010

E o quarto filho de casal de primos. Apresenta malformacio dos pavilhdes
auriculares (microtia bilateral), hipertelorismo ocular, micropénis e olhar vago. Mae
teve diabetes gestacional. A terceira filha do casal apresenta atraso do

desenvolvimento neuropsicomotor.

A analise por array ndo mostrou alteracao patogénica.

Figura 34. Paciente 6 apresenta microtia bilateral e microssomia hemifacial a esquerda.
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Figura 35. Heredograma da familia do paciente 6.0 quadrado preenchido em preto representa o

propdsito.
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Paciente 7

Data de nascimento: 02/05/2008

Terceira filha de casal ndo consanguineo. Apresenta microtia e microssomia
hemifacial a direita. Mae teve infeccdo por toxoplasmose no sexto més de gravidez e
foi medicada com rovamicina, seguida de pirimetamina mais sulfadeazina e &cido

félico, assim como o neonato. Pais negam historia familiar de malformacéo.

A analise por array ndo mostrou nenhuma alteracéo patogénica.

Figura 36. Paciente 7 apresenta microtia e microssomia hemifacial a direita.
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Figura 37. Heredograma da familia da paciente 7. O circulo preenchido em preto representa a

propoésita.
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Paciente 8
Data de Nascimento: 19/06/2006

Filho de pais ndo consanguineos. Paciente com atraso de desenvolvimento
neuropsicomotor, distirbios de comportamento e epilepsia. Apresenta assimetria
facial, estrabismo, microtia e atresia do canal auditivo esquerdo pregas palmares

incompletas.

A andlise por array revelou um rearranjo cromossdmico envolvendo uma regido
deletada e uma duplicada, ambas de novo, nas posicbes gendmicas chr2:12,770-
203,523 de 190 kbp e chr2:203,625-24,853,867 (GRCh37/hgl9) de 24,650 kbp,

respectivamente, na regiao 2p23.3-p25.3.

Figura 38. Paciente 8 com microtia e atresia do canal auditivo esquerdo, assimetria facial.
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Figura 39. Heredograma da familia do paciente 8. O quadrado preenchido em preto representa o

propoésito.
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Paciente 9
Data de nascimento: 26/05/1995

Filha da segunda gestacdo materna. Pais ndo consanguineos. Apresenta assimetria
facial, palpebra esquerda mais elevada do que a direita microtia a direita, quintos
dedos ligeiramente curtos bilateralmente. O lado direito € ligeiramente menor que o
esquerdo, inclusive o pé. Faz acompanhamento fonoaudiolégico. Mde tomou chas

para interromper a gestacao.

A analise de array mostrou uma microduplicagdo na posicdo gendmica
chr4:76,772,950-77,000,736 (GRCh37/hg19), contendo 228 kbp, na regido 4921.1.
N&o foi possivel determinar se o rearranjo € herdado ou de novo porque a paciente

vive com 0s pais adotivos.

Figura 40. Paciente 9 apresenta microtia a direita e assimetria facial.
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Figura 41. Heredograma da familia da paciente 9. O circulo preenchido em preto representa a

proposita.



87

Paciente 10
Data de nascimento: 09/02/2004

Primeiro filho de casal jovem e ndo consanguineo. Apresenta microtia a esquerda,
orelha direita com dois apéndices pré-auriculares. Familia materna com historia

positiva para malformacéo de orelha. Familia materna de Quiterianapolis — CE.

A analise por array ndo mostrou rearranjo patogénico.
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Figura 43. Heredograma da familia do paciente 10. Os circulos e quadrados preenchidos em preto
representam as mulheres e homens afetados, respectivamente; os circulos e quadrados parcialmente

preenchidos em preto representam mulheres e homens portadores obrigatérios, respectivamente.
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Paciente 11

Data de nascimento: 10/02/2011

Filho de pais ndo consanglineos de meia idade. Apresenta braquicefalia com

macrocefalia assimetria facial, microtia & esquerda, e criptorquidia a esquerda.

Andlise por array-CGH mostrou uma microduplicacdo de aproximadamente 550 kbp
na posi¢ao gendmica chr20:8.794.395-9.336.676 (Build36/hg18) na regido 20p12.3-

pl2.2, sendo o genitor também portador do mesmo rearranjo.

Figura 44. Paciente 11 apresenta microtia a esquerda, e assimetria facial.
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Figura 45. Heredograma da familia do paciente 11. Os quadrados preenchidos em preto representam

os homens afetados. A seta indica o proposito.
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Paciente 12
Data de nascimento: 24/05/2005

Filha de pais ndo consanguineos. Nasceu de sete meses apds a mae ficar internada
toda a gestacdo. Apresenta apéndices pré-auriculares na orelha esquerda,
hipoplasia mandibular e dificuldade de aprendizagem. Mé&e nega histéria familiar de

malformacdes.

Foram encontradas, por array, duplicacdes em 1g31.1 e 10923.31, herdadas da
genitora, apresentando tamanhos de 318 kbp e 516 kbp, respectivamente, e regides
gendmicas chr1:200,451,451-200,769,281 e chr10:91,115,477-
91,631,690(Build37/hg19).

[

Figura 46. Paciente 12 apresenta apéndices pré-auriculares a esquerda e hipoplasia mandibular.
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Figura 47. Heredograma da familia do paciente 12. Os circulos preenchidos em preto representam a
propdsita e sua mée, ambas portadoras de duplicagdes em 1g31.1 e 10g23.31. A mée ndo apresenta
fenotipo de OAVS.
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Paciente 13
Data de nascimento: 26/12/1974

Filho de pais ndo consanguineos. Apresenta assimetria facial acentuada com
prejuizo da fala, microtia a direita com atresia aural, orelha esquerda rotada para

trds sem malformacgdes e hipoplasia mandibular & esquerda.

A analise por array ndo encontrou alteracdes patogénicas.

Figura 48. Paciente 13 apresenta microtia a esquerda, hipoplasia mandibular e assimetria facial.
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Figura 49. Heredograma da familia do paciente 13. O quadrado preenchido em preto representa o

proposito; os circulos e quadrados cortados por um “x” representam abortos.
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Paciente 14
Data de nascimento: 27/12/1996

Segunda filha de casal jovem ndo consanguineo. Apresenta malformacao da orelha
direita e estenose do conduto auditivo externo direito, malformagédo mandibular
direita, assimetria facial, escoliose. O pai da propdsita possui um sobrinho com
apéndice pré-auricular na orelha esquerda.

A andlise por array ndo encontrou alteracdes patogénicas.

Figura 50. Paciente 14 apresentando malformacédo da orelha direita e assimetria facial.
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Figura 51. Heredograma da familia da paciente 14. O circulo e o quadrado preenchidos em preto

representam a proposita e um familiar do sexo masculino afetado, respectivamente.
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Paciente 15
Data de nascimento: 22/07/2006

Paciente apresenta malformacao auricular a direita. Durante a gestacdo, a mée teve
toxoplasmose e doenca hipertensiva especifica da gravidez (DHEG) no primeiro
trimestre. Exames audioldgicos mostram déficit auditivo na orelha direita. Tomografia
do créanio evidencia hipoplasia do pavilhdo auditivo e agenesia do conduto auditivo
externo.

A analise por array ndo encontrou alterac6es patogénicas.

Figura 52. Paciente 15 apresenta malformagéo auricular a direita.

El OD O

J)MMH. MéééééM
5480353 8 mmmgn

1 o 1 o1z 13 18 18 20 21
Wicrotia

Figura 53. Heredograma da familia da paciente 15. Os quadrados preenchidos em preto representam

os homens afetados. A seta indica o propésito.
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Paciente 16
Data de nascimento: 16/02/2012

Filho Unico de casal ndo consaguineo. Apresenta hipoplasia do globo ocular direito,

possui apéndice pré-auricular a direita e microftalmia. Um primo de segundo grau
apresenta apéndice pré-auricular.

A analise por array ndo encontrou alteracées patogénicas.

Figura 54. Paciente 16 apresenta hipoplasia do globo ocular direito e apéndice pré-auricular a direita.
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Figura 55. Heredograma da familia do paciente 16. Os quadrados preenchidos em preto representam
os homens afetados. A seta indica o propésito.
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Paciente 17
Data de nascimento: 15/03/2012

Filho Unico de casal ndo consanguineo. Paciente apresenta dermdide epibulbar na
orelha esquerda, aniridia, dermoide auricular a direita, hérnia umbilical e peso
elevado.

Através do estudo de array, foi identificada uma duplicacdo de 265 kb em 11p23.31,
na regido chrll: 1,946,870 - 2,212,488 (hg19), que causa a sindrome de Beckwith-

Wiedemann.

Figura 56. Paciente 17 com dermoide epibulbar e apéndice pré-auricular a direita.
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Figura 57. Heredograma da familia do paciente 17. O quadrado preenchido em preto representa o
propdésito.
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Paciente 18
Data de nascimento: 20/10/1999

Filha primogénita de casal ndo consanguineo. Paciente apresenta malformacéao
bilateral das orelhas, orelha esquerda com apéndices e pits pré-auriculares e
amigdalite de repeticdo. O genitor possui uma sobrinha com labio-leporino.

Através da analise de array, foi descoberto que a paciente € portadora de uma
duplicacdo no cromossomo X na regido génica responsavel pela Distrofia Muscular

de Duchenne.

Figura 58. Paciente 18 com malformacéo bilateral das orelhas, pit e apéndices pré-auriculares a
esquerda.
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Figura 59. Heredograma da familia da paciente 18. O circulo preenchido em preto representa a
propoésita; as figuras marcadas com um “x” indicam aborto; o circulo parcialmente preenchido em
preto indica uma familiar com labio-leporino.
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Paciente 19
Data de nascimento: 25/04/1985

Quinta filha de casal ndo consanguineo. Apresenta assimetria facial, microssomia

hemifacial a esquerda, microtia & esquerda sem canal auditivo e retrognatia. Nega

histéria familiar de malformacdes.

A analise por array ndo encontrou alterac6es patogénicas.

Figura 60. Paciente 19 apresentando assimetria facial, microssomia hemifacial & esquerda e microtia
a esquerda.

m 2 3

Figura 61. Heredograma da familia da paciente 19. O circulo preenchido em preto representa a
proposita.
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Paciente 20
Data de nascimento: 27/03/2012

Terceira filha de pais ndo consanguineos. Apresenta microtia a esquerda com
apéndice pré-auricular. O irmao mais velho apresenta pit pré-auricular, e o segundo

irmé&o apresenta apéndice pré-auricular a direita.

A analise por array ndo encontrou alteracdes patogénicas.

Figura 62. Paciente 20 apresentando microtia e apéndice pré-auricular & esquerda.
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Figura 63. Heredograma da familia da paciente 20. O circulo e os quadrados preenchidos em preto
representam a propdsito e seus irmaos, respectivamente.
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Paciente 21
Data de nascimento: 25/11/1992

Segundo filho de pais consanguineos. Apresenta coloboma de iris, cegueira no olho
esquerdo, apéndices pré-auriculares, retardo mental, mamilo esquerdo mais alto que

o mamilo direito. A irm& mais nova possui apéndice pré-auricular.

A andlise por array ndo encontrou alteracdes patogénicas.

-

Figura 64. Paciente 21 com apéndice pré-auricular (retirado cirurgicamente).

Figura 65. Heredograma da familia do paciente 21. O quadrado e o circulo preenchidos em preto
representam o propdésito e sua irma, respectivamente.
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Paciente 22
Data de nascimento: 9/12/2004

Apresenta assimetria facial e microtia/anotia a esquerda. Tinha comunicacao
intraventricular mas aparentemente resolveu sozinho. Cariétipo normal 46, XY. Tem

surdez condutiva unilateral.

A andlise por array ndo encontrou alteracdes patogénicas.

Figura 66. Paciente 22 apresentando microtia/anotia a esquerda e nariz tubular.
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Paciente 23
Data de nascimento: 02/03/2003

Paciente apresenta auséncia do pavilhdo auricular bilateral, apéndice pré-auricular a
esquerda e na bochecha direita, assimetria facial. Tomografia da orelha mostrou
auséncia de pavilhdo bilateral, conduto auditivo externo, caixa timpéanica direita e
cadeia ossicular, hipoplasia da caixa timpanica esquerda e displasia da cadeira

ossicular.

A analise por array mostrou uma perda de heterozigose de 20,257 kbp na posicao
gendmica chrl2:72,248,741-92,506,140 (GRCh37/hg19) na regido 12gq15-g22.

Figura 67. Paciente 23 com microtia bilateral, apéndices pré-auriculares e assimetria facial.
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Paciente 24
Data de nascimento: 09/11/2010

E o primeiro filho de mée de 31 anos e pai de 38 anos, sem casos semelhantes na
familia. A gravidez ocorreu em uso de anticoncepcional oral e sangramento
transvaginal vermelho vivo em todos os meses de gestacéo. A crianga nasceu de
parto ceséareo, a termo, com P=2090g, E=47 cm, sem sofrimento fetal, e ao exame
fisico havia fendtipo de Sindrome de Down, OAVS e pé torto congénito bilateral. O
cariotipo foi 47 xy +21, o ecocardiograma mostrou CIA pequena. Ultrassom de
abdome normal. A andlise por array ndo mostrou alteracdes patogénicas

compativeis com OAVS.

Figura 68. Paciente com dermdide epibulbar, apéndices pré-auriculares bilateral, pé torno e sindrome
de Down.
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Paciente 25

A analise por array ndo mostrou alteracdes patogénicas. Até o momento néo foi
possivel acesso aos dados clinicos deste paciente.

Paciente 26
Data de nascimento: 19/09/2003

Filho de pais jovens, sadios e ndo consanguineos. Unico caso na familia, mae teve

um aborto anterior e um filho falecido com Sindrome de Down e cardiopatia.

Nasceu a termo com p=3030g, e=47, PC=34, apgar 9/9. Apresentou
desenvolvimento neurologico normal, e possui dificuldade para aprender na escola.
Paciente apresenta microtia a direita, fenda palatina transforame, apéndice preé-
auricular e assimetria facial. Exames: Eletrocardiograma normal; ultrassom
abdominal normal, avaliacdo fonoaudiologica indicou perda condutiva a direita e

audicdo normal & esquerda.

A analise por array mostrou uma duplicacdo de 847 kbp na posicdo gendémica
chrl2:21,969,669-22,817,436 (GRCh37/hg19) na regido 12p12.1. Os pais ainda néo

foram testados.

Paciente 27
Data de nascimento: 01/03/2010

Paciente possui fenda palatina posforame, convulséo e fenétipo facial de OAVS. Os
pais sdo jovens, sadios e hdo consanguineos, é caso Unico na familia. Foi
abandonada pela mée, e hoje esta aos cuidados da avl. Nasceu a termo de parto
cesareo, apgar 8/9, p=2940, e=49, PC=35.

Exames: ultrassom abdominal normal, ecocardiograma normal e desenvolvimento

neuropsicomotor normal.
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Foi observada por array uma microduplicacdo na posicdo genbmica
chr6:106,566,922-106,942,362 na regiao 6921, compreendendo 375 kbp. Os pais

ainda nao foram testados.
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ANEXO |

Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do projeto: Implantagdo de novas metodologias moleculares para o diagndstico e
pesquisa de dismorfias de origem genética.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente convite
contém informacdes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua colaboracdo neste estudo sera de
grande importancia. Para a realizacao da pesquisa sera necessdria a retirada de 4 a 8 mL de sangue
de uma das veias do antebraco do paciente e seus genitores para exame feito rotineiramente no
laboratério. Este procedimento de coleta de sangue sera realizado por pessoa qualificada, é de risco
minimo para a saude podendo, entretanto, provocar pequeno desconforto. Resultando o teste
positivo, serd garantido um relatdrio explicativo sobre esta condi¢éo.

A Professora Doutora Iris Ferrari é a pesquisadora responsavel pelos procedimentos
envolvidos, bem como da utilizagdo dos dados produzidos durante a realizacdo desta pesquisa. A
identidade do paciente ser4 mantida em segredo absoluto no caso de qualquer forma de divulgacao
desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa nao resultara em qualquer prejuizo presente ou
futuro na prestagdo de assisténcia profissional pela equipe do Servico de Genética Clinica do HUB,
ficando também ressaltado que, mesmo apés a assinatura do presente termo de consentimento,
podera abandonar a pesquisa a qualquer momento.

Os exames e coleta de sangue para analise s6 serdo realizados se houver concordancia em
participar deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente que o paciente ou seu responsavel assine o
presente documento que sera entregue em duas vias, uma para o0 paciente e outra que ser4 mantida
no Laboratério de Genética Clinica da Faculdade de Medicina - UNB. Participando desta pesquisa,
estard ajudando no diagnéstico, aconselhamento genético e melhor entendimento das causas de
doencas genéticas.

Eu, ,profisséo
residente e domiciliado

em , portador da Cédula de

Identidade, RG , e inscrito no CPF/MF

nascido(a) em __ |/ |/ , abaixo assinado(a), concordo de livre e espontdnea vontade em

participar no estudo

”, e afirmo que obtive todas as informagdes

que considero necessérias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:

() Concordo que sejam incluidas em publica¢@es cientificas, se necessério.

() Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saulde.

( ) N&o concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicacdo ou apresentacéo.

Brasilia, de de 20

Assinatura do participante

Dra.
Pesquisadora responséavel
Telefone para contato: (61) 3107 1745
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UNIVERSIDADE DE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 086/2009.

Titulo: “Implantacio de novas metodologias moleculares para o diagnéstico ¢ pesquisa de
dismorfologias de origem genética".

Pesquisador Responsavel: Iris Ferrari.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaracdo de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
e curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 15/10/2009.

Proposic¢ao do (a) relato (a)

(X)) Aprovacio

() Nio aprovacio.

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UNB: 10/11/20009.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 09/12/2009.

PARECER

Com base na Resolugao CNS/MS n° 196/96 e resolucdes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a) o projeto de pesquisa acima
especificado, quanto aos seus aspectos €ticos.
1. Modificacoes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificacao imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatorios periddicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM.

Brasilia, 09 de Dezembro de 2009,

—~—

Prof'. Elaine Maria de Olivetra AN
Coordenadora do Cemité de Erica em Pesquis
Faculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-800
Telefone/Fax: (61) 3307 2276
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