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RESUMO

As sindromes que cursam com malformagdes craniofaciais constituem um grupo
clinicamente heterogéneo, frequentemente associado a variantes genéticas que afetam
vias criticas do desenvolvimento. Neste estudo, foram analisados 21 casos brasileiros
com fenotipos complexos e etiologia molecular indefinida. A aplicagdo do
sequenciamento de exoma completo (WES), aliada a andlise bioinformatica integrada,
permitiu a identificacdo de variantes patogé€nicas em 62% dos casos (13/21), este
nimero supera a média de diagndstico para doengas raras, estimada entre 30% e 40%.
Foram identificadas variantes em 13 genes relacionados a diferentes sindromes,
incluindo: PTEN, ATRX, SOX2, DVL2, SMAD4, FLNA, SHH, LMNA, NSDHL, EYAI,
MIDI, TCOFI e ACTB. A heterogeneidade genética observada reflete a participagdo de
multiplas vias moleculares, como a biogénese ribossomal (T7COFI), a sinaliza¢do
PI3K/AKT (PTEN), remodelamento de cromatina (ATRX), via Hedgehog (SHH), via
WNT (DVL2) e sinalizagdo TGF-f (SMAD4), culminando em fendtipos amplamente
sobrepostos. Casos como o de dupla heterozigose em PTEN e EYAI sugerem possivel
influéncia conjunta nas caracteristicas clinicas, enquanto a variabilidade na
expressividade fenotipica — como observado em LMNA, com quadro progerdide grave
- evidencia a atuacdo de modificadores gendmicos e epigenéticos. Os resultados
reforcam o valor do WES como ferramenta diagnostica e destacam a importancia da
integracdo entre genética, embriologia e bioinformatica, além da construgdo de bancos
de dados clinico-gendmicos globais, para o avanco da medicina de precisdo e a
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes a sindromes craniofaciais

complexas.

Palavras-chave: Sequenciamento completo de exoma; malformagdes craniofaciais;

heterogeneidade genética; genética clinica.



ABSTRACT

Syndromes presenting with craniofacial malformations constitute a clinically
heterogeneous group, frequently associated with genetic variants affecting critical
developmental pathways. In this study, 21 Brazilian cases with complex phenotypes and
undefined molecular etiology were analyzed. The application of Whole Exome
Sequencing (WES), coupled with integrated bioinformatic analysis, allowed for the
identification of pathogenic variants in 62% of the cases (13/21); this figure exceeds the
average diagnostic rate for rare diseases, estimated between 30% and 40%. Variants
were identified in 13 genes related to different syndromes, including: PTEN, ATRX,
SOX2, DVL2, SMAD4, FLNA, SHH, LMNA, NSDHL, EYAl, MIDI1, TCOF1, and ACTB.
The observed genetic heterogeneity reflects the involvement of multiple molecular
pathways, such as ribosome biogenesis (TCOFI), PI3K/AKT signaling (PTEN),
chromatin remodeling (ATRX), the Hedgehog pathway (SHH), the WNT pathway
(DVL2), and TGF- signaling (SMAD4), culminating in widely overlapping phenotypes.
Cases such as the double heterozygosity in PTEN and EYAI suggest a possible joint
influence on clinical characteristics, while the variability in phenotypic expressivity —
as observed in LMNA, with a severe progeroid presentation — highlights the role of
genomic and epigenetic modifiers. The results reinforce the value of WES as a
diagnostic tool and underscore the importance of integrating genetics, embryology, and
bioinformatics, in addition to building global clinical-genomic databases, for the
advancement of precision medicine and the understanding of the molecular mechanisms

underlying complex craniofacial syndromes.

Key-words: WES; craniofacial malformations; genetic heterogeneity; clinical

genetics.
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1. INTRODUCAO

1.1 CAPITULO 1 - A IMPORTANCIA DO COMPLEXO CRANIOFACIAL:
FUNCAO, FORMA E DOENCA

Olhar para um rosto ¢ sempre esclarecedor. Talvez, porque nossas faces revelam
muito sobre nossas emocdes, histdria evolutiva, desenvolvimento embriologico, heranca
genética, propensao a doengas, estado de saude e até mesmo exposi¢des que sofremos
ao longo da vida. Nossas vidas se tornam mais ricas pela diversidade das expressoes
faciais. O rosto proporciona uma identidade, uma aparéncia e um meio de comunicar
para maioria dos recém-nascidos, criancas e adultos. Além disso, ¢ através do complexo
craniofacial que realizamos importantes fungdes fisiologicas como a respiragdo,

digestao, termorregulacio e fungdes sensoriais essenciais como a audi¢do e a visao.

Ao analisar a historia evolutiva da face e do complexo craniofacial humano,
descobre-se uma jornada de milhdes de anos marcada por uma complexa interagao entre
fatores genéticos, ambientais e culturais. As caracteristicas faciais humanas foram
gradualmente moldadas por adaptagdes a distintos ecossistemas, transformagdes nos
padrdes alimentares, avancos tecnologicos no uso de ferramentas e dindmicas sociais ao
longo do tempo (Lacruz et al., 2013; Lieberman et al., 2003). Estudos comparativos
com outros primatas demonstram que adaptacdes em redes genéticas ancestrais
resultaram em tragos Unicos, como o achatamento facial e a expansdo craniana,
impulsionadas por pressdes seletivas associadas a encefalizacdo e a dieta (Prescott et al.,

2019).

Quanto a estrutura, o complexo craniofacial humano ¢ composto por diversas partes
que contribuem para a sua formagdo e funcdo. A estrutura ossea facial consiste na
maxila, mandibula, ossos nasais, 0ssos zigomaticos e outros ossos faciais que ddo forma
e suporte a face. Os componentes craniofaciais também abrangem tecidos moles, como
musculos, ligamentos e pele, que fornecem mobilidade, expressio e protecdo. O
complexo craniofacial engloba também as estruturas esqueléticas do cranio, que recobre
o cérebro e outras estruturas importantes do sistema nervoso central, ossos faciais e

vasos sanguineos (Pereira et. al 2022).

No que se refere ao cranio, observamos uma estrutura bastante complexa que, em

humanos, compreende 22 ossos separados, bem como 20 dentes deciduos e 32
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permanentes. Os dentes desempenham um papel crucial na mastiga¢do, na fala e na
manuten¢do do alinhamento adequado dos maxilares e das estruturas faciais. O cranio
6sseo ¢ formado por dois componentes — o neurocranio e o viscerocranio. O neurocranio,
que envolve e protege o cérebro e os o6rgdos dos sentidos - olfatério e Optico - inclui os
orgdos frontal, parietal, occipital, ossos esfendide e temporal. O viscerocranio inclui os
ossos da face - mandibula, maxila, zigoma e nasal -, e osso palatino, faringeo, temporal

e ossos auditivos (Bastir et al., 2006).

Nao ¢ surpreendente notarmos que uma extensa rede de genes e elementos
reguladores devam ter evoluido para o correto desenvolvimento e formacgdo da regido
craniofacial. O que inclui uma infinidade de genes que controlam diversos aspectos
chave da morfogénese craniofacial, como o crescimento e a fusdo dos ossos, a formagao
de caracteristicas faciais ¢ o estabelecimento de populagdes de células da crista neural
(CCN)), criticas para esse desenvolvimento. Assim, até minimos defeitos nesse processo,
advindos de variantes genéticas ou fatores ambientais, podem resultar em malformacdes

na formacgao dessas estruturas (Attanasio et al., 2013).

Neste sentido, as condi¢des que afetam a regido craniofacial podem gerar impactos
significativos na qualidade de vida do individuo, acarretando ndo apenas limitagdes
funcionais, mas também consequéncias psicossociais profundas. Entre os desafios
emocionais, destacam-se a deterioracdo da autoestima, distor¢des na percepcao da
imagem corporal e dificuldades de interacdo social, fatores que podem levar ao
isolamento e a vulnerabilidade psicologica. No ambito funcional, comprometimentos na
respiragdo, mastigacdo, degluticdo, fonacdo e audicdo sdo frequentes, prejudicando

atividades cotidianas essenciais (WHO, 2002).

Ademais, as malformacdes nessa regido frequentemente exigem acompanhamento
médico continuo, envolvendo cirurgias complexas, terapias especializadas e
reintervengdes ao longo da vida, um processo fisicamente desgastante e financeiramente
custoso. Contudo, a implementacdo de uma abordagem multidisciplinar, que integre
diagndstico precoce, cirurgias reparadoras, reabilitacdo fonoaudiolodgica, suporte
psicolégico estruturado e acesso a redes de apoio social, pode ser crucial para mitigar
esses efeitos. Tal estratégia ndo apenas otimiza a funcionalidade fisica, mas também
promove resiliéncia emocional e inclusdo sociocultural, permitindo que os individuos

alcancem maior autonomia e bem-estar integral (WHO, 2002).
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A prevaléncia global de anomalias craniofaciais congénitas varia conforme o tipo e
a regido. A fenda labio-palatina, por exemplo, ocorre em 1 a 2 casos por 1.000 nascidos
vivos, sendo uma das malformagdes craniofaciais mais comuns. J4 a craniossinostose,
fusdo prematura das suturas cranianas, apresenta uma incidéncia de 1 para 2.000 a 2.500
nascimentos, com variagdes conforme o subtipo clinico. Paises de baixa e média renda
(PBMRs) concentram a maior carga global dessas condicdes: estima-se que 90% dos
casos graves de anomalias congénitas, incluindo craniofaciais, ocorram nessas regioes,
devido a fatores como acesso limitado a cuidados pré-natais, desnutrigdo materna e

exposicao a agentes teratogénicos (WHO, 2023).

Desvendar a origem das malformagdes craniofaciais, através da identificacdo dos
genes envolvidos e das vias de sinalizagdo que regulam o desenvolvimento craniofacial
¢ fundamental para compreender os mecanismos subjacentes a esses disturbios.
Pesquisas destacam a complexidade desses processos, revelando como alteragdes
minimas em genes e vias de sinalizagdo cruciais durante o desenvolvimento
embrionario podem resultar no surgimento de uma ou multiplas malformagoes (Hausser

e Zavolan, 2014).

O detalhamento dos mecanismos moleculares aprimora a precisdo diagnostica,
viabiliza o aconselhamento genético adequado e desenvolve terapias e intervengdes
especificas. Adicionalmente, a identificagdo de genes-chave e vias de sinalizagdo
comprometidas em diferentes sindromes craniofaciais facilita a correlacdo entre
fenotipos distintos, aprofundando o entendimento sobre a variabilidade clinica (Shmetz

et. al, 2021).

Contudo, ainda ha uma compreensdo limitada sobre a estrutura molecular e os
mecanismos regulatorios que determinam tanto a formagdo dessas estruturas quanto o
surgimento da variacdo morfoldgica nas caracteristicas faciais — desde diferencas
tipicamente sutis, que conferem singularidade fenotipica a cada individuo, até as
malformagdes craniofaciais observadas em contextos clinicos. Diante disso, diversas
condi¢des genéticas associadas a padrdes fenotipicos unicos permanecem sem uma
etiologia claramente estabelecida, com mecanismos moleculares ainda ndo totalmente

elucidados (Braybrook et al., 2021).

Diante disso, diversas condi¢des genéticas associadas a padrdes fenotipicos
especificos ainda necessitam de uma etiologia molecular definida. A utilizagdo de

tecnologias gendmicas de alto rendimento nas ultimas décadas impulsionou
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significativamente a identificacdo de genes ligados a fendtipos craniofaciais. A
aplica¢do do sequenciamento de proxima geragdo (NGS), em particular, revolucionou a
descoberta de genes associados a doengas raras, incluindo aquelas com heterogeneidade
clinica acentuada, casos esporadicos e condigdes previamente sem associagdo genética
conhecida. A principal contribuicdio do NGS reside na identificacdo de variantes
patogénicas, que ndo apenas revelam novos genes candidatos, mas também geram
hipoteses inéditas sobre os mecanismos moleculares subjacentes ao desenvolvimento

craniofacial (Weinberg et al., 2018).

1.2 CAPITULO 2 - O DESENVOLVIMENTO CRANIOFACIAL

A embriogénese ¢ o processo pelo qual uma tUnica célula origina toda a diversidade
celular e tecidual de um organismo, coordenada pela expressao programada do genoma.
No contexto do desenvolvimento craniofacial, compreender os estagios da
embriogénese ¢ fundamental para elucidar as causas subjacentes a possiveis

malformagdes (Gilbert, 2021).

1.2.1 Eventos Iniciais: O Tubo Neural e a Origem Celular

O desenvolvimento craniofacial tem a sua génese na formagdo do tubo neural. A
regido anterior deste tubo diferencia-se em vesiculas primarias — prosencéfalo,
mesencéfalo e rombencéfalo. Este ultimo ¢ segmentado em rombomeros sob a estrita
regulacdo de genes Hox, que sdo cruciais para orientar a migracdo e o destino celular

(Gans e Northcutt, 1983).

E neste estagio inicial, nas cristas laterais da placa neural, que surgem as células da
crista neural craniana (NCCs). Estas células sdo pluripotentes e migratorias,
desempenhando um papel central na formagdo da maior parte do esqueleto facial,
incluindo ossos, cartilagens, tecido nervoso periférico e tecidos conectivos. A sua
especificagdo e subsequente migracdo dependem de vias sinalizadoras essenciais como
BMP, WNT e FGF, processos criticos a morfogénese craniofacial (Santagati e Rijli,

2003; Nie et al., 20006).
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1.2.2 A Quarta Semana e a Formacao dos Arcos Faringeos

Cronologicamente, o desenvolvimento da face humana inicia-se de forma visivel por
volta da quarta semana de gestacdo, um periodo que frequentemente antecede a
percepgao da gravidez pela mulher. Este processo depende da interagdo coordenada de

multiplas linhagens celulares: as NCCs, o mesoderma paraxial e o ectoderma (Bhat,

2020).

Especificamente a partir do 22° dia de gestacdo, inicia-se a formacdo de cinco pares
de arcos faringeos, que mantém uma correspondéncia evolutiva com os arcos 1, 2, 3,4 ¢
6 dos vertebrados ancestrais, dado que o 5° arco se apresenta vestigial. Cada arco exibe
uma arquitetura complexa composta por trés componentes fundamentais: o ectoderma
externo, que reveste a estrutura superficialmente; o endoderma interno, responsavel pelo
revestimento faringeo e pela formacao das cavidades; e 0 mesénquima central, derivado
de células mesodérmicas e ectomesenquimais, que atua como O precursor para a

diferenciagdo em ossos, cartilagens e tecidos conjuntivos (Sperber et al., 2010).

O primeiro e segundo arcos faringeos constituem a maior parte do viscerocranio.
Enquanto o ectoderma e o endoderma participam da formagdo das cavidades oral e
faringea, células da crista neural vagal contribuem para a regido circunfaringea

(Kuratani, 2018; Kuratani et al., 2018).

Os destinos dos arcos faringeos e as estruturas deles derivadas estdo resumidos na
Figura 1. Para melhor interpretagdo da origem embriolédgica, a figura utiliza um sistema
de codigo de cores. O primeiro arco (verde) ¢ inervado pelo nervo Trigémeo (V) e da
origem aos musculos da mastigacdo e a cartilagem de Meckel (martelo e bigorna). O
segundo arco (laranja/rosa), associado ao nervo Facial (VII), forma os musculos da
expressao facial, o estribo, o processo estiloide e a parte superior do hioide. Ja o terceiro
arco (azul) relaciona-se com o nervo Glossofaringeo (IX), originando o musculo
estilofaringeo e a parte inferior do hioide. Por fim, os quarto e sexto arcos (roxo) sdo
inervados pelo nervo Vago (X) e s3o responsaveis pela formagdo dos musculos da
faringe e laringe, bem como pelas cartilagens tireoide e cricoide. A ilustragdo baseia-se

na obra de Carlson, Human Embryology and Developmental Biology (2009).
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Figura 1. Derivados dos arcos faringeos humanos. A imagem ilustra a diferenciag@o dos arcos
embrionarios nas estruturas definitivas da cabeca e pescogo. Detalha a inervagdo pelos nervos cranianos
(V, VII, IX e X) e os respetivos derivados musculares e esqueléticos, como os ossiculos do ouvido ¢ o
osso hioide. (Adaptado de Carlson, 2009).

1.2.3 Migracao, Interaciao Tecidual e Sinalizacao Molecular

Durante a formagado e estabilizagdo destas estruturas, ocorre uma intensa interagao
entre o neuroepitélio e o mesénquima facial. Esta interagdo ¢ mediada por genes como
SOX9, PAX6 e FGFS, sendo fundamental para a formagdo de orgdos sensoriais e
estruturas esqueléticas (Le Douarin & Kalcheim, 1999; Ornoy et al., 2020).

A migragdo das NCCs ¢ rigorosamente regulada por fatores de transcri¢do como Hox
e DIx, além de moléculas sinalizadoras. A especificidade das NCCs ¢ influenciada pela
expressdao segmentar de Hox, que modula a sua resposta a fatores de crescimento e
determina a diferenciacdo em estruturas Unicas (Le Douarin & Kalcheim, 1999). Vias
como SHH e WNT orientam a migragdo e a organizacdo dos tecidos (Creuzet et al.,

2006; Dworkin et al., 2016; He & Chen, 2012; Abramyan & Richman, 2018), enquanto
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a interagdo das NCCs com outras células faciais ¢ mediada por fatores de crescimento e

retinoides (Johnston & Bronsky, 1995).

1.2.4 Diferenciacao Estrutural: Neurocranio e Viscerocranio

Apds a migracdo e o estabelecimento celular nos arcos, inicia-se a diferenciagao
estrutural do complexo craniofacial, que se divide em duas regides principais: 0
neurocranio e o viscerocranio. O neurocranio localiza-se na regido dorsal-rostral, com a
funcdo de protecao encefalica, e ¢ formado tanto por ectomesénquima proveniente das
NCCs quanto por mesénquima estritamente mesodérmico, o qual da origem a porgdes
da base do cranio e ao proprio neurocranio (Santagati e Rijli, 2003; Bhat, 2020). Por sua
vez, O viscerocranio posiciona-se na regido ventral-caudal, servindo de suporte
funcional para a boca, a faringe e a laringe superior, sendo constituido

predominantemente por ectomesénquima derivado das NCCs.

Um aspeto distintivo desta fase ¢ o tipo de ossificacdo. Diferentemente do esqueleto
pos-craniano (de origem mesodérmica e formado por ossificacio endocondral), as
estruturas craniofaciais derivam quase exclusivamente das NCCs via ossificagdo
intramembranosa. Isto gera componentes leves como a maxila e a mandibula, essenciais
a evolucdo de fungdes alimentares complexas em gnatdstomos (Noden & Schneider,
2006). A notavel excecdo ¢ a clavicula, o inico osso mesodérmico que também forma
0osso de membrana, evidenciando a plasticidade genética destes mecanismos (Le

Douarin et al., 2004).

1.2.5 Maturacido Funcional e Remodelacao

Numa etapa posterior do desenvolvimento, o crescimento encefalico molda a
abobada craniana e¢ a base do crinio, enquanto as estruturas faringeas estabelecem a
arquitetura facial definitiva, mediando a formagao de ossos e articulagdes mandibulares.
Paralelamente, ocorrem processos de maturagdo funcional, nos quais as vias aéreas se
desenvolvem e a coordenagdo neuromuscular necessdria para a degluticdo e fonagdo
exige ajustes no palato e na laringe. Neste contexto, forcas biomecanicas geradas pelo
desenvolvimento muscular modulam o crescimento dsseo via ativacdo de vias como
BMP e FGF, ao passo que a erup¢do dentdria se integra a remodelagdo alveolar e a

oclusdo funcional (Sperber et al., 2010). Todo este desenvolvimento ¢ ainda modulado
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por influéncias ambientais e mecanismos epigenéticos, que regulam a expressao génica

sem alterar a sequéncia do DNA (Bhat, 2020).

1.2.6 Implicacdes Clinicas e Genéticas

Compreender estes estagios ¢ fundamental para elucidar as causas de malformacgdes
(Gilbert, 2021) , uma vez que a desregulacdo das moléculas sinalizadoras ou da
migracdo das células da crista neural (NCCs) resulta em patologias como fendas
orofaciais ou craniossinostose (Minoux and Rijli, 2010; Twigg & Wilkie, 2015). Dado
que vias como BMP, FGF, SHH e WNT coordenam simultanecamente a morfogénese
craniofacial, de membros e do sistema nervoso, disfun¢des nestas redes resultam em

malformagdes complexas e anomalias neurologicas (Ornoy, 2020).

A correlagdo entre a origem embrioldgica especifica das células da crista neural e os
distarbios genéticos resultantes pode ser visualizada na Figura 2. Este mapeamento
associa genes recentemente identificados a defeitos em regides anatdomicas distintas,
dependendo da populacdo de células progenitoras afetada e das vias de sinalizagdo

envolvidas.

Craniosynoslosis
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Facial dysostosis
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- POLR1A
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GRHL3 NTNT NOG PAX7

Figura 2. Desenvolvimento da cabeca e face e genes craniofaciais identificados. A esquerda, um
embrido exibe os padroes de migracdo das células da crista neural (NCCs) diencefalicas (di),
mesencefalicas anteriores e posteriores (mes) e rombencefalicas (r/-4) para a proeminéncia frontonasal
(FNP) e arcos faringeos 1 e 2 (PA1, PA2). A seta tracejada indica o0 movimento de células-tronco
mesenquimais derivadas do mesoderma para o centro regulatorio supraorbital. A direita, as regides
craniofaciais derivadas da crista neural formadas a partir da FNP e PA1 sdo indicadas com as mesmas
cores na cabega. Os 0ssos parietais e occipitais sdo derivados do mesoderma (rosa). A sutura coronal
contém células puramente derivadas do mesoderma (vermelho). Centralmente, s3o listados genes
discutidos na literatura, associados aos sitios embrioldgicos subjacentes a patogénese ¢ as estruturas
afetadas por mutagdes, incluindo genes para craniossinostose, disostose facial, displasia frontonasal e
fenda labial/palatina (Adaptado de Twigg e Wilkie (2015).

21



A base genética destes defeitos ¢ vasta e, como ilustrado na Figura 1, abrange desde
alteragdes classicas em genes como PAX3, TWISTI e IRF6, ligadas a defeitos
craniofaciais (Tassabehji et al., 1992; Howard et al., 1997; Kondo et al., 2002), até
genes como TCF12 e ERF na craniossinostose € POLR1A4 e EDNI nas disostoses faciais.
Defeitos em coldgenos e interacdes gene-ambiente também amplificam riscos de

micrognatia e hipoplasia (Richards et al., 2006; Sulik, 2005).

Avangos gendmicos, como GWAS, identificaram polimorfismos em PRDMI6 e
PAX9 associados a morfologia facial, enquanto técnicas como CRISPR/Cas9 permitem
modelar variantes em animais, ajudando a elucidar os mecanismos patogénicos

subjacentes (Claes et al., 2014; Cong et al., 2013)

1.3 CAPITULO 3 - AS SINDROMES DE MALFORMACAO CRANIOFACIAL

Uma sindrome ¢ classicamente definida como uma condicao clinica caracterizada
pela ocorréncia consistente de um conjunto de sintomas e sinais, cuja associa¢ao
configura um padrdo diagnostico reconhecivel (Dorland, 2020). No &ambito das
sindromes craniofaciais, esse conceito se aplica a um grupo heterogéneo de doencgas
marcadas por alteragdes morfologicas e funcionais no cranio, na face e em estruturas

correlatas, como 0ssos, cartilagens e tecidos moles (Cohen, 1997).

A etiologia das sindromes ¢ multifacetada, envolvendo interagdes entre fatores
genéticos - variantes, variagdes cromossomicas -, influéncias ambientais e mecanismos
multifatoriais. Atualmente, mais de 500 entidades clinicas com envolvimento
craniofacial estdo catalogadas na literatura. Entretanto, a quantificagdo precisa das
sindromes craniofaciais ¢ desafiadora devido a sobreposi¢do de fenodtipos, critérios

diagndsticos em evolugdo e descobertas gendmicas continuas (Jones et al., 2021).

Do ponto de vista epidemioldgico, aproximadamente 5-8% da populacdo mundial é
diagnosticada com algum distirbio genético (Baird et al., 1988; OMS, 2023; NIH,
2023). Apesar da raridade individual de muitas dessas condigdes, seu impacto coletivo €
expressivo: doencas genéticas raras contribuem substancialmente para a morbidade
global, representando até 20% das hospitaliza¢des pediatricas em paises de média e alta
renda (Kumar et al., 2018). A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) ressalta que essas

condi¢cdes sdo responsaveis por aproximadamente 30% dos anos de vida ajustados por

22



incapacidade (DALYs) em criangas menores de cinco anos, destacando seu papel critico

na carga global de doengas (WHO, 2021).

A identificagdo da sindrome inicialmente requer um diagnoéstico clinico, incluindo
uma historia familiar precisa, exame fisico e fotografias. O monitoramento do
crescimento ¢ desenvolvimento pos-natal também ¢ valioso, principalmente nos casos
em que ndo estd claro o diagndstico no nascimento. A presenca de trés ou mais
pequenas anomalias no recém-nascido predispde fortemente o bebé a ter uma grande

anomalia envolvendo um ou mais sistemas (Jones, 2021).

Para melhor compreensdo, as sindromes genéticas craniofaciais podem ser
classificadas em duas grandes categorias: aquelas associadas a craniossinostose e

aquelas associadas as fissuras orais (Johnson & Wilkie, 2011).

As craniossinostoses constituem um grupo heterogéneo de malformagdes congénitas
caracterizadas pelo fechamento prematuro de uma ou mais suturas cranianas. Esse
processo, denominado craniossinostose (o termo ‘'"craniostenose" refere-se as
consequéncias clinicas desse fechamento, como a restrigdo do crescimento craniano),
resulta em alteragdes morfoldgicas do cranio, como braquicefalia e escafocefalia, e pode
levar a complicagdes como hipertensao intracraniana, compressao cerebral e, em casos
graves, atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor (Bhat et al., 2020; Forbes et al.,
2010). Embora o impacto primario seja craniano, deformidades faciais secundarias —
como assimetria facial, proptose ocular, turricefalia e micrognatia — sdo frequentes
devido a interconexao biomecanica entre cranio e face durante o crescimento (Wilkie et
al., 2017). A prevaléncia de craniossinostoses ¢ estimada em 1:2.000 a 1:2.500 nascidos
vivos, com aumento observado nas ultimas décadas, provavelmente devido a avangos

diagndsticos e maior conscientizagdo clinica (Johnson & Wilkie, 2011).

Variantes em seis diferentes genes sdo frequentemente associadas as
craniossinostoses: FGFR2 , FGFR3, TWISTI, EFNBI, TCFI12 e ERF (Twigg et al.,
2013). Complicagdes como estenose traqueal e pansinostose pos-natal sdo comuns em
variantes de FGFR2 (Wenger et al., 2015; Wood et al., 2015). Sindromes raras, como
Beare-Stevenson (MIM 123790) (variantes em FGFR?2) e displasia 6ssea curvada (MIM
112250) com variantes em FGFR2, apresentam alta mortalidade (Wenger et al., 2015;
Krakow et al., 2016). A sindrome de Muenke (FGFR3; MIM 62849) tem variabilidade

clinica, incluindo hidrocefalia isolada (Kruszka et al., 2016; Gonzalez-Del Angel et al.,
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2016). Variantes em ERF causam fendtipos varidveis, desde Crouzon-like até

craniossinostose ndo sindromica (Twigg et al., 2013; Chaudhry et al., 2015).

Dentre os defeitos congénitos mais prevalentes globalmente, as fissuras orofaciais
— incluindo fissura labial (isolada ou associada a fissura palatina) e fissura palatina
isolada (FL/P) — apresentam incidéncia variavel de 1,5 a 25 casos por 10.000
nascimentos, com disparidades étnicas e geograficas marcantes (Mossey & Castilla,
2003). A taxa média global ¢ estimada em 1 caso para cada 700 nascimentos, sendo
mais alta na Asia e mais baixa na Africa, enquanto a fissura palatina isolada (FP)
mantém incidéncia estdvel, aproximadal:1.500 nascimentos, sem variacdo regional
significativa (Wyszynski et al., 1996; Tolarova, 1987). A maioria das fissuras labiais
(80-85%) ¢ unilateral, predominando no lado esquerdo (33%) (Hagberg et al., 1998;
Jensen et al., 1988).

Recém-nascidos com FL/P enfrentam complicagcdes multifacetadas: dificuldades
alimentares por falha na sucg¢ao, perda auditiva condutiva por disfungdo da tuba auditiva,
distarbios de fala (insuficiéncia velofaringea) e anomalias dentarias (hipodontia, ma
oclusdo). Além dos impactos fisicos, desafios psicossociais — como ansiedade e
estigma social — exigem abordagem holistica. O manejo ideal envolve reparo cirurgico
primario (labial entre 2-6 meses; palatina entre 9-18 meses), complementado por
fonoaudiologia, ortodontia e cirurgias secundarias até a adolescéncia para otimizar

funcdo e estética (Mackay et al., 1999; Stanier & Moore, 2004).

O significado da palavra "fenda" torna-se facilmente compreensivel quando
ilustrado por exemplos clinicos, como a fenda labial ou palatina. No entanto, defeitos
que afetam as estruturas juncionais nem sempre sdo tdo evidentes ou de facil
classificagdo. Historicamente, diversas tentativas foram realizadas para categorizar essas

fissuras, refletindo a complexidade e a diversidade dessas condi¢des (Tungbilek et al.,

2010).

Exemplos importantes de sindromes genéticas relacionadas a fendas orais, sdo a
sindrome de Pierre Robin (MIM 261800), Treacher Collins (MIM 154500), Nager
(MIM 154400), Binder (MIM 155050) e Stickler (MIM 108300). Em 70-85% dos casos,
as fissuras ocorrem de forma isolada, sem associacdo com outras anomalias (Mossey et
al., 2009). No entanto, existem mais de 350 sindromes conhecidas que incluem fissuras
orais como uma de suas caracteristicas, nas quais outros defeitos congénitos também

estdo presentes (Dixon et al., 2011; Kondo et al., 2002; Vieira et al., 2005; Wilkie et al.,
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1995). Entre os genes e fatores de transcricdo relevantes associados as fissuras
orofaciais, destacam-se: TGF-o, TGF-B3, MSX1, IRF6, MTHFR, FGFRI1, MNI1, TBX22,
ALX3, PDGFC e ETVS. Esses genes desempenham papéis criticos no desenvolvimento
craniofacial, e variantes ou variagdes em sua expressao podem contribuir para a
ocorréncia dessas malformacdes (Twigg et al., 2013; Attanasio et al., 2013; Leslie &

Marazita, 2013).

Além desses dois grandes grupos, ¢ possivel elencar outras sindromes de
malformagdo craniofacial relevantes que nao sdo, necessariamente, pertecentes a
craniossinostoses ou fendas orais. Dentre estes podemos elencar os distubios
craniofaciais que afetam diferentes estruturas do sistema nervoso, como a
holoprosencefalia (MIM 236100), as microssomias ¢ as sindromes associadas a

deficiencia intelectual.

A associacao entre malformagdes craniofaciais e anomalias do sistema nervoso
central (SNC) estd enraizada na origem embrioldogica comum dessas estruturas,
derivadas da crista neural e da placa neural. Sindromes como Crouzon (MIM 123500) e
Apert (MIM 101200), ligadas a variantes no gene FGFR2, exemplificam essa relagdo:
além da craniossinostose, até 50-70% dos pacientes desenvolvem complicacdes
neuroldgicas, como hidrocefalia, hipoplasia do corpo caloso e deficiéncia intelectual. A
deficiéncia intelectual nesses contextos esta frequentemente associada a fatores como
displasia cortical (15% dos casos), malforma¢do de Chiari tipo I e hipertensdo
intracraniana crdnica, que comprometem a organiza¢do neuronal e a mielinizagdo,
exacerbando atrasos no desenvolvimento neuropsicomotor (Twigg et al., 2019; Johnson

et al., 2020).

Estudos longitudinais demonstram que a coexisténcia de multiplas anomalias
cerebrais triplica o risco de deficiéncia intelectual grave, comparado a casos com
anomalias isoladas. Além disso, variantes em FGFR2 perturbam vias criticas para a
migragcdo neuronal e sinaptogénese, como a sinalizagdo WNT/B-catenina, agravando
comprometimentos cognitivos (Lajeunie et al., 2005). Em sindromes como Muenke e
Saethre-Chotzen (TWIST1,; 101400), a deficiéncia intelectual ocorre em 20-40% dos
casos, muitas vezes subdiagnosticada devido a variabilidade fenotipica (Wilkie et al.,

2017).

O manejo desses pacientes exige avaliagdo neuropsicoldgica precoce e intervengdes

multimodais, incluindo cirurgia para descompressdo craniana, derivagdo ventriculo-
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peritoneal em casos de hidrocefalia e terapias de estimulagdo cognitiva. A ressonancia
magnética cerebral serial ¢ essencial para monitorar complicagdes trataveis, como
expansdo ventricular progressiva, enquanto protocolos de intervengdo precoce podem
mitigar déficits funcionais e melhorar a qualidade de vida (Starr et al., 2020; Komotar et

al., 2018).

A holoprosencefalia (HPE) ¢ uma malformagdo congénita complexa caracterizada
por defeitos na divisdo do prosencéfalo e anomalias craniofaciais ao longo da linha
média, resultantes de falhas na inducdo ventral durante as primeiras semanas de
desenvolvimento embrionario. Seu espectro fenotipico varia desde formas leves, como
o incisivo central Uinico (HPE microforme), até casos graves com fusdo completa dos
hemisférios cerebrais (HPE alobar), onde um unico ventriculo cerebral substitui a
estrutura ventricular bilateral tipica (Solomon et al., 2010). Nas formas intermediarias,
como a HPE semilobar ¢ lobar, observa-se fusdo parcial dos hemisférios e ventriculos,
frequentemente associada a hipoplasia do corpo caloso e disgenesia do septo pelicido

(Dubourg et al., 2018).

A manifestacdo craniofacial reflete diretamente a gravidade da desorganizacio
cerebral. Em casos leves, além do incisivo central tnico, presente em 10-20% dos casos,
podem ocorrer hipotelorismo ou fenda labio-palatina isolada. J4 nas formas graves,
observam-se defeitos dramaticos, como ciclopia, probdscide ou agenesia nasal completa,
frequentemente acompanhados de comprometimento neuroldgico grave, incluindo

epilepsia refrataria e deficiéncia intelectual profunda (Roessler & Muenke, 2010).

Geneticamente, a HPE esta ligada a variantes em genes criticos para a sinalizagdo da
linha média embrionaria, como SHH (30% dos casos familiares), SIX3, ZIC2 e TGIF I,
que regulam vias de desenvolvimento como a Sonic Hedgehog (SHH) — essencial para a
padronizacao ventral do tubo neural (Roessler et al., 2018). Fatores ambientais, como
diabetes materno mal controlado, exposi¢ao a alcool e deficiéncia de colesterol (como
na sindrome de Smith-Lemli-Opitz [MIM 270400]), também contribuem para a
etiologia, ampliando o risco em até 20 vezes em gestagdes de maes diabéticas (Pineda-

Alvarez et al., 2011).

Epidemiologicamente, a HPE ocorre em 1:10.000 nascidos vivos, mas sua
prevaléncia embriondria ¢ estimada em 1:250 conceptos, refletindo a alta taxa de

abortamentos espontaneos em casos graves (Orioli & Castilla, 2010). Aproximadamente
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40% dos pacientes apresentam anomalias extracraniofaciais, como defeitos cardiacos,

displasia renal e anomalias esqueléticas (Mercier et al., 2011).

O manejo clinico exige abordagem multidisciplinar, envolvendo neuroimagem
precoce, aconselhamento genético e intervengdes sintomadticas, como tratamento
anticonvulsivante e cirurgias corretivas para fendas faciais. O diagndstico pré-natal, por
meio de ultrassom morfologico e andlise gendmica, permite planejamento terapéutico e
orientacdo familiar, especialmente em casos recorrentes com padrdo autossdmico

dominante ou recessivo (Mercier et al., 2011).

Algumas sindromes craniofaciais tém origem em perturbagdes no desenvolvimento
dos arcos branquiais, estruturas embriologicas fundamentais para a formagao da face e
pescoco. A  microssomia craniofacial, também conhecida como espectro
oculoauriculovertebral (OAVS), ¢ um exemplo paradigmatico, resultando de alteragdes
nos primeiro e segundo arcos branquiais durante a gestagdo. Esses arcos sdo compostos
por trés camadas germinativas distintas: o endoderma, o ectoderma e o mesoderma.
Durante o desenvolvimento embrionario, as NCCs, derivadas do tubo neural, migram
para os arcos faringeos e diferenciam-se em estruturas como 0ssos, cartilagens e tecidos
moles da face. Perturbacdes nessa migracdo — causadas por fatores genéticos,
ambientais ou multifatoriais — levam a defeitos na formacao craniofacial, como
hipoplasia mandibular, assimetria facial e malformagdes auriculares. Pacientes com
microssomia craniofacial frequentemente apresentam deformidades esqueléticas,
incluindo hipoplasia da mandibula e maxila, além de alteragcdes em tecidos moles,
incluindo musculos da mastigacdo atroficos. A assimetria facial ¢ uma caracteristica
marcante, muitas vezes acompanhada de anomalias como microtia ou anotia. Essas
manifestagdes refletem a importancia critica das NCCs na organizagdo dos arcos

branquiais durante a organogénese (Kauvar et al., 2010).

A microssomia craniofacial, também conhecida como OAVS (MIM 10210), ocorre
predominantemente de forma esporadica (85-90% dos casos), sem historico familiar
evidente. No entanto, em 10-15% dos casos, observa-se um padrdo de heranca
autossdmico dominante com penetrancia varidvel, onde variantes em genes como SIX/ e

EYAI foram identificadas em familias afetadas (Beleza-Meireles et al., 2014).

A condi¢do ¢ marcada por extrema variabilidade fenotipica, que pode variar desde
manifestagdes leves até deformidades graves. A micrognatia esta presente em 80-90%

dos pacientes e pode desencadear a sequéncia de Pierre Robin, caracterizada por
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glossoptose, obstru¢do das vias aéreas e fenda palatina (Bogusiak et al., 2017). A fenda
palatina ocorre em 35% dos casos, frequentemente associada a insuficiéncia

velofaringea, que compromete a fala e a degluticiao (Heike et al., 2014).

Na forma mais grave do espectro, a sindrome de Goldenhar (MIM 164210),
observam-se além das caracteristicas craniofaciais, anomalias vertebrais cervicais em
30% dos casos, dermoides epibulbares em 20% e malformagdes cardiacas ou renais em

15-20% dos pacientes (Tasse et al., 2005).

O delineamento preciso de uma sindrome ¢ fundamental para a medicina genética,
pois permite a caracterizagdo de seu espectro fenotipico completo, histéria natural e
padrdo de heranga, otimizando o manejo clinico e o aconselhamento familiar. Quando
uma sindrome inicialmente de etiologia desconhecida é adequadamente definida, os
profissionais ganham insights sobre complicagdes potenciais, mesmo aquelas nao
evidentes no diagnodstico inicial. Por exemplo, na sindrome de Goldenhar, o
reconhecimento do risco de hemivértebras permite monitoramento radiolodgico precoce
para prevenir complicacdes como escoliose progressiva (Heike et al., 2014). Da mesma
forma, na sindrome de Beckwith-Wiedemann (MIM 130650), o conhecimento do risco
elevado de tumor de Wilms justifica ultrassons abdominais seriados até os 8 anos de

idade, reduzindo amortalidade por detec¢do precoce (Weksberg et al., 2010).

Além disso, a defini¢do clara do risco de recorréncia ¢ crucial para o planejamento
familiar. Em sindromes com heranca autossomica dominante o risco de recorréncia é de
50%, enquanto em condicdes esporadicas, o risco ¢ geralmente inferior a 1%. Esse
conhecimento permite orientar os pais sobre op¢des reprodutivas, como diagndstico pré-
implantacional ou pré-natal, especialmente em condi¢des graves associadas a
deficiéncia intelectual, desfiguracdo facial ou expectativa de vida reduzida (ACMG,

2021).

A concentragdo de geneticistas clinicos em paises desenvolvidos aprofunda
disparidades em regides de baixa e média renda, onde a escassez de servicos
especializados e a infraestrutura laboratorial precéria limitam o uso de testes genéticos
na pratica clinica (WHO, 2022; Kumar et al., 2021). Nesse contexto, o diagndstico
ainda depende majoritariamente de métodos tradicionais, como avaliacdo fenotipica,
radiografias, bidpsias e andlises metabolicas, complementados por técnicas como
caridtipo e microarray. Embora tteis, essas abordagens tém taxas diagnosticas modestas

(15-25%), deixando a maioria dos pacientes sem respostas definitivas — um cendrio

28



que perpetua ciclos de incerteza e intervengdes ineficazes (Stark et al., 2019). No Brasil,
a taxa de confirmacdo diagnéstica de sindromes genéticas ¢ condicionada por
disparidades estruturais, como acesso desigual a servicos especializados em genética
clinica, disponibilidade limitada de testes genéticos de alta complexidade e auséncia de
programas de triagem populacional estruturados. Estima-se que apenas 20% a 30% dos
individuos com suspeita de sindromes genéticas obtém confirmacdo diagndstica, com
disparidades regionais acentuadas entre centros urbanos e areas remotas (Horovitz et al.,

2013).

Assim como o Brasil, em outros paises em desenvolvimento as doengas genéticas
emergem como um desafio prioritdrio de saude publica, a medida que a transi¢cdo
epidemioldgica redireciona o perfil de morbimortalidade. Atualmente, causas nao
infecciosas — como malformagdes congénitas, erros inatos do metabolismo e
sindromes genéticas — representam mais de 70% das mortes infantis evitaveis (OMS,
2021). Esse cendrio exige a implementacdo urgente de politicas que integrem
rastreamento neonatal ampliado, acesso equitativo a testes genéticos e protocolos de
acompanhamento longitudinal, visando reduzir diagnodsticos tardios e complicacgdes

evitaveis.

A falta de diagndstico traz consequéncias devastadoras para familias e sistemas de
saude. Além da impossibilidade de acessar tratamentos especificos, as familias
enfrentam riscos desconhecidos de recorréncia em gestacdes futuras e a auséncia de
orientacdo prognodstica. A "odisseia diagndstica" — uma busca exaustiva por respostas
que dura em média 5 a 7 anos e custa cerca de US$ 20.000 por paciente — consome
recursos financeiros e emocionais, sobrecarregando sistemas de saude ja fragilizados
(Splinter et al., 2018; Rodriguez-Acevedo et al., 2020). Em paises como o Quénia, onde
apenas 10% dos casos de doengas raras sdo diagnosticados, familias percorrem até cinco
hospitais diferentes antes de receber uma avaliagcdo genética preliminar (Abdullahi et al.,

2022).

Felizmente, o NGS esta redefinindo as possibilidades diagndsticas. Essa tecnologia
permite a andlise simultanea de milhares de genes, identificando variantes patogénicas
mesmo em condi¢des ultra-raras ou nao descritas na literatura. Em sindromes
neurodesenvolvimentais, por exemplo, o NGS elevou as taxas diagndsticas para 30-50%,
vinculando variantes em genes como POGZ ¢ DYNCIHI a fendtipos especificos de

deficiéncia intelectual e displasia cerebral (Wright et al., 2021). Iniciativas como o
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Projeto 100.000 Genomas no Reino Unido e o H3Africa na Africa Subsaariana ilustram
seu potencial para democratizar o acesso: no Gana, o uso de NGS em criancas com
epilepsia refrataria identificou variantes em SCNI/A em 20% dos casos, direcionando

terapias anticonvulsivantes personalizadas (Wonkam et al., 2020; Balogun et al., 2023).

Apesar dos avancos, a implementacdo global do NGS enfrenta obstaculos criticos. A
redugdo de custos e a capacitagao de profissionais em bioinformatica sdo essenciais para
sua adocdo em larga escala. Bancos de dados diversificados, como o Genome
Aggregation Database (gnomAD), que inclui dados gendmicos de populagdes asiaticas
e africanas, sdo fundamentais para evitar viés étnico nos diagnodsticos (Karczewski et al.,
2020). No Paquistao, parcerias com institui¢des europeias treinaram 200 profissionais
em gendmica entre 2021 e 2023, acelerando o diagnostico de doengas como a
talassemia (Ahmed et al., 2023). Para que a revolu¢ao gendmica seja verdadeiramente
inclusiva, ¢ urgente integrar politicas publicas que priorizem investimentos em
infraestrutura, educacdo médica e colaboracdes internacionais, garantindo que

populacdes marginalizadas nao sejam deixadas para tras (WHO, 2022).

1.4 CAPITULO 4 - SEQUENCIAMENTO COMPLETO DE EXOMA (WES)

A primeira sequéncia completa do genoma humano, concluida em 2003 pelo Projeto
Genoma Humano, deixou um marco na ciéncia moderna. Esse feito foi alcancado
usando o sequenciamento Sanger, método tradicional que dependia de eletroforese
capilar e terminadores de cadeia marcados com fluorescéncia. Embora revolucionario
para a época, o processo consumiu mais de uma década e custou cerca de US$ 3 bilhoes,
destacando a necessidade de tecnologias mais eficientes (International Human Genome

Sequencing Consortium, 2004).

Esse avanco abriu caminho para a revolugdo do NGS, impulsionada por
investimentos dos Institutos Nacionais de Satde (NIH) e iniciativas privadas. Entre
2005 e 2010, empresas como Illumina ¢ Roche desenvolveram plataformas de alto
rendimento, reduzindo o custo do genoma para menos de US$ 1.000 e acelerando o

processo para poucos dias (Metzker, 2010).

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) constitui uma tecnologia que possibilita a
analise em larga escala de sequéncias de DNA e RNA, aliando alta precisd@o a um custo

reduzido. Ao contrdrio do método de Sanger, que realiza o sequenciamento de
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fragmentos individuais de maneira linear, o NGS adota abordagens paralelizadas que
permitem o processamento simultineo de milhdes de fragmentos. Tal capacidade
revela-se particularmente valiosa no contexto de estudos de doencas raras, como as
sindromes de malformagdes craniofaciais, nas quais a identificagdo de variantes
genéticas demanda elevada sensibilidade e ampla cobertura gendmica.
Consequentemente, esta tecnologia tem sido fundamental para desvendar a
heterogeneidade genética dessas condi¢des, contribuindo significativamente para a

reducdo da "odisseia diagnostica" enfrentada pelos pacientes (Goodwin et al., 2016).

A analise bioinformatica envolve o alinhamento das leituras ao genoma de referéncia
usando algoritmos como BWA-MEM (Li, 2013), seguido da identificacdo de variantes
como SNVs (Single Nucleotide Variants - Variantes de Nucleotideo Unico) e CNVs
(Copy Number Variants - Variantes no Numero de Copias) (McKenna et al., 2010;
Talevich et al., 2016). A anotagdo funcional, realizada por softwares como
ANNOVAR (Wang et al., 2010), classifica variantes com base em bancos de dados
como ClinVar e gnomAD (Landrum et al., 2016; Karczewski et al., 2020), priorizando
aquelas com potencial patogénico. Diretrizes do ACMG (Richards et al., 2015) sdo
criticas para interpretar variantes de significado incerto (VUS), integrando dados

fenotipicos para decisdes clinicas

Opcionalmente, realiza-se o enriquecimento de regides-alvo, como éxons (via WES)

ou painéis de genes especificos, usando sondas de hibridizagdo (Mamanova et al., 2010).

Na etapa de sequenciamento, plataformas como a Illumina utilizam o método de
sintese por incorporacdo de nucleotideos marcados com fluordforos. Cada ciclo de
incorporag¢do emite um sinal fluorescente, capturado por imagens de alta resolugao. Ja a
plataforma Ion Torrent detecta mudancas de pH durante a adigdo de bases, oferecendo
rapidez, porém com limitagdes em regides repetitivas (Metzker, 2010). A geracdo de
dados brutos resulta em arquivos FASTQ, que passam por controle de qualidade para

remover leituras de baixa qualidade (escore Q30) (Andrews, 2010; Illumina, 2021).

O WES ¢ uma aplicagdo especifica do NGS que se concentra na sequenciagdo de
éxons, que correspondem a apenas entre 1-2% do genoma humano, porém abrigam
aproximadamente 85% das variantes patogénicas conhecidas em doengas monogeénicas.
O WES utiliza técnicas de captura por hibridizagdo com sondas especificas para
enriquecer essas regides-alvo, seguido de sequenciamento paralelo massivo. Essa

abordagem ¢ especialmente vantajosa em estudos de doencas raras, como sindromes
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craniofaciais, pois reduz custos e simplifica a analise ao focar em areas com maior

probabilidade de conter variantes clinicamente relevantes (Biesecker & Green, 2014).

Estudos demonstram que o WES alcanga uma taxa de diagndstico de 25-40% em
casos de malformagdes congénitas, superando métodos tradicionais como painéis de
genes. Por exemplo, Yang et al. (2014) identificaram variantes patogénicas
em FGFR2 e TWISTI em pacientes com craniossinostose usando WES, destacando sua
eficacia na descoberta de genes associados a fendtipos complexos. No entanto, o WES
nao substitui o sequenciamento do genoma completo (WGS), que analisa regides nao
codificantes, mas oferece um equilibrio entre custo e resolucdo diagndstica. A
integracao do WES ao fluxo de trabalho do NGS tem sido fundamental para avangos na
genética clinica, permitindo a identificagdo de novos genes candidatos e a

personalizacdo de condutas terapéuticas (Retterer et al., 2016).

A medida que as tecnologias de NGS avangavam, sua aplicagdo clinica para elucidar
doengas raras ndo diagnosticadas acelerou-se significativamente. Um marco inicial
ocorreu em 2010, quando o NGS foi utilizado para identificar o gene causador da
sindrome de Miller, uma condi¢do rara caracterizada por malformagdes craniofaciais e
de membros, em quatro individuos ndo aparentados, revelando variantes no gene
DHODH (Ng et al, 2010). Pouco depois, um estudo pioneiro empregou o
sequenciamento em trio (probandos e pais bioldgicos) em casos de deficiéncia
intelectual, demonstrando que variantes de novo eram a causa predominante,

responsaveis por até 30% dos casos (Vissers et al., 2010).

A andlise por NGS geralmente inicia-se com o sequenciamento de Sanger para pré-
selecionar genes candidatos baseando-se no fenotipo clinico. Quando nenhuma variante
¢ identificada nesses genes, o NGS ¢ aplicado, frequentemente em dois ou mais
individuos — dependendo da estrutura familiar ou da coorte estudada — para ampliar a
busca por variantes patogénicas (Gilissen et al., 2011). Os dados brutos do NGS passam
por multiplos critérios de filtragem e priorizagdo, como a avalia¢do da qualidade técnica,
a exclusdo de variantes sinonimas ou localizadas em regides ndo codificantes, ¢ a
remocdo de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism - Polimorfismo de Nucleotideo
Unico) comuns (frequéncia >1% em bancos populacionais). Esses critérios sdo
combinados com o modo de heranga esperado e podem integrar dados complementares,
como estudos de ligacdo ou matrizes de SNPs, para refinar regides candidatas (Gilissen

et al., 2011). Apds a filtragem, as variantes prioritdrias s3o validadas pelo
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sequenciamento de Sanger, confirmando sua segregacdo familiar e eliminando artefatos
técnicos. Essa abordagem foi essencial, por exemplo, na identificacdo de variantes de
novo em genes em casos de deficiéncia intelectual (O’Roak et al., 2012; Rauch et al.,
2012) e na elucidagdo de sindromes como a de Kleefstra (MIM 610253) (EHMT]1) e
Koolen-de Vries (MIM 610443) (KANSL1), onde a integracdo de NGS e validagdo por
Sanger permitiu correlacionar variantes raras a fenotipos especificos (De Ligt et al.,

2012; Koolen et al., 2012).

A identificacdo de variantes genéticas causais subjacentes a uma doenga especifica
depende ndo apenas da deteccdo eficiente de variantes no genoma do paciente, mas
também da andalise comparativa com parentes biologicos selecionados. Na pratica, a
estratégia mais comum envolve o uso de dados de trios familiares, nos quais sdo
sequenciados o genoma do paciente ¢ de seus pais. Essa abordagem permite investigar
padroes de heranca mendeliana compativeis com o fendtipo clinico, além de detectar
eventos como variantes de novo ou perda de heterozigosidade (LOH), que podem estar

associados a condi¢des como cancer e sindromes de imprinting (Roach et al., 2010).

A andlise integrada de trios familiares possibilita filtrar variantes com base em
critérios de segregacdo genética. J4 em casos de variantes de mnovo, identifica-se
variantes presentes exclusivamente no paciente, ausentes nos genomas parentais — uma
causa comum de autismo e epilepsias infantis (O’Roak et al., 2012). A LOH, por sua
vez, ¢ detectada quando ha perda de um alelo parental em regides cromossdmicas
especificas, frequentemente associada a sindromes como a de Beckwith-Wiedemann

(Conlin et al., 2010).

Nas ultimas décadas, avangos extraordinarios no sequenciamento do NGS
revolucionaram a gendmica, com melhorias significativas em velocidade, comprimento
das leituras e capacidade de processamento, aliadas a uma reducao drastica no custo por
base sequenciada de 10.000 ddlares por genoma em 2008 para menos de 1.000 ddlares
em 2023. Esses progressos democratizaram o acesso ao NGS, viabilizando aplicagdes
inovadoras ndo apenas na pesquisa bdsica, mas também em 4areas translacionais,
incluindo diagnostico clinico de doencgas raras, oncogendmica, agrogendmica e ciéncia

forense (Wetterstrand, 2017).

A combinacdo de leituras mais longas e tecnologias portateis transformou areas
como a medicina de precisdo, permitindo a detec¢do de fusdes génicas em cancer ¢

variantes estruturais em doencas genéticas. Na agricultura, o NGS ¢ utilizado para
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desenvolver variedades resistentes a pragas, enquanto na forense, técnicas como o
sequenciamento de DNA mitocondrial aprimoram a resolugdo de casos complexos

(Shendure et al., 2017)

Identificar genes causais que melhor expliquem um conjunto de fendtipos clinicos €
uma tarefa desafiadora (Rao et al., 2018). Por essa razao, ferramentas computacionais
de priorizacdo de genes baseadas em fendtipo tém tornado a correlagdo fenotipo-
genotipo mais facil. O objetivo precipuo dessas plataformas € a geragdo de uma lista
priorizada de genes candidatos em resposta a insercao de sinais e sintomas clinicos de
um individuo. Esse processo tem auxiliado nos algoritimos de andlise do NGS e
melhorado a interpretacdo nos diagnosticos sobre as andlise de variantes. Dessa forma, o
uso de plataformas digitais otimiza a analise encurtando o tempo para o diagnostico e a

tomada de decisdo quanto a conduta terap&utica (Son et al., 2018).

Diante do cenario de complexidade diagnostica inerente as sindromes craniofaciais,
este trabalho propde-se a elucidar a etiologia genética de quadros sindromicos por meio
da analise integrada a WES e avaliagdo fenotipica, visando superar as limitacdes da
abordagem convencional. Ao correlacionar variantes patogénicas em genes candidatos
com achados clinicos multidimensionais. Os resultados poderdo ampliar o
conhecimento sobre a genética dessas condicdes, oferecer critérios diagnodsticos mais
precisos e subsidiar estratégias personalizadas de manejo. Além disso, a identificagdo de
variantes recorrentes em populagdes especificas pode revelar padrdes epidemiologicos e
influéncias epigenéticas, contribuindo para politicas publicas em satde craniofacial

(Boycott et al., 2013; Twigg & Wilkie, 2015).

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo ¢ identificar e caracterizar variantes genéticas associadas a
sindromes complexas de malformagdes craniofaciais, utilizando o WES e analises
bioinformaticas integradas. Através da correlacdo sistemadtica entre dados genotipicos e
fenotipicos, o estudo busca elucidar as bases moleculares dessas condigdes,
estabelecendo as relagdes entre as variantes em genes especificos ¢ as manifestacdes

clinicas apresentadas pelos pacientes.

Adicionalmente, o trabalho visa ampliar a caracterizacao clinica de sindromes

craniofaciais raras ou pouco descritas, fornecendo novos insights a literatura médica
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sobre a heterogeneidade genética, a pleiotropia e a influéncia de vias de sinalizagdo no

desenvolvimento craniofacial.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar variantes genéticas patogénicas ou provavelmente patogénicas

relacionadas as sindromes de malformagoes craniofaciais.

2. Correlacionar achados genotipicos e fenotipicos para estabelecer relagdes

entre variantes em genes especificos e fenotipos clinicos.

3. Integrar dados clinicos e genéticos para aprimorar o diagndstico
diferencial e o manejo de pacientes no Servico de Genética do Hospital

Universitario de Brasilia (HUB).

4. Ampliar a caracterizagdo clinica de sindromes craniofaciais por meio da

descri¢do de fenotipos associados a variantes em genes pouco estudados.

2.2 JUSTIFICATIVA

Integrar abordagens multidisciplinares, o projeto pretende contribuir para a
consolida¢do de um banco de dados clinico-gendmico de referéncia, aprimorando o
diagnéstico diferencial, orientando o manejo terapéutico e facilitando o aconselhamento
genético para familias afetadas. Este esfor¢o visa ndo apenas reduzir a "odisseia
diagnostica" dos pacientes, mas também promover avangos na medicina personalizada,
direcionando futuras pesquisas para o desenvolvimento de terapias e estratégias

preventivas.

3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo teve como objetivo principal identificar variantes genéticas
associadas a malformagdes craniofaciais em pacientes com quadros sindromicos
relacionados . A etapa central da investigacdo consistiu na aplicagdo do WES. Esta
estratégia de sequenciamento de nova geracdo permite a identificagdo de variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas, sendo essencial para o estabelecimento da
etiologia molecular. Concomitantemente, ¢ de forma complementar, foi conduzida

caracterizagao fenotipica por uma equipe multidisciplinar especializada. Esta avaliagdo
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foi fundamental para a andlise genétipo-fendtipo, fornecendo a base clinica para a
interpretacdo dos dados genéticos. Para garantir a precisdo e a coesdo das informacgdes,
foram utilizados recursos padronizados, incluindo avaliac¢do clinica, exames de imagem,
avaliagdo auditiva e registros fotograficos, com todos os achados sistematicamente

organizados.

3.1 PARTICIPANTES DO ESTUDO

A coorte deste estudo foi composta por 21 pacientes atendidos no Ambulatorio de
Genética do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), todos apresetando quadro
sindromico incluindo malformacdes craniofaciais com ou sem diagnostico clinico

definido. Os critérios de inclusdo foram:

a) Presenca de anomalias craniofaciais congénitas combinadas com outras

caracteristicas sindromicas.
b) Exclusdo de diagndsticos prévios por métodos convencionais.

c) Consentimento informado assinado pelos responsaveis legais ou

pacientes adultos.

3.2 CARACTERIZACAO FENOT{PICA

A caracterizagdo fenotipica foi realizada por uma equipe multidisciplinar, incluindo
avaliagdo clinica detalhada, exames de complementares e registros fotograficos. Dados

clinicos foram documentados em prontudrios fisicos e digitais.

3.3 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de amostras de sangue periférico coletadas
em tubos contendo EDTA seguindo o protocolo de rotina do laboratério. A primeira
etapa da metodologia consiste na lise celular utilizando 9 ml da soluc¢do de lise RBC
(5mM de MgCI2 e ImM EDTA pH 8,0) ¢ 3 ml de sangue total colocados em tubo
falcon. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 10 minutos e
posteriormente submetidas a centrifugagdo a 3400 rpm por igual periodo. O
sobrenadante foi removido, deixando de 100 a 200 pl de liquido residual e um pellet de

células brancas. Apds a ressuspensao do pellet, foi adicionado 3 ml da solucao de lise
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celular (10 mM Tris pH 7,5, 1 mM EDTA pH 8,0 e 1% SDS). Para a segunda etapa foi
adicionado 1 ml da solugdo de precipitacao de proteina que contém 7,5 M NH4Ac e
57,81g de acetato de amoénia diluidos em 100 ml de 4gua destilada. O tubo foi
homogeneizado para se obter uma solugdo uniforme e submetidos novamente a
centrifugacdo a 3400 rpm por 10 minutos, dando origem a formacdo de um pellet
marrom. O sobrenadante contendo o DNA foi transferido para outro tubo falcon com 3
ml de isopropanol 100%. A solucdo foi invertida diversas vezes até que ocorresse a
formagdo de novelos de DNA e centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos dando origem a
um pellet branco. Novamente o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 3 ml de
etanol 70% seguido de centrifugacdo a 3400 rpm por 1 minuto. Apds retirada do
sobrenadante, os tubos foram deixados a temperatura ambiente por 15 minutos. Para
hidratacio do DNA foi adicionado 200-250 pl de tampao TE 1x e deixado a
temperatura ambiente por 12-24 horas. O DNA foi armazenado entre 2-8°C. Para
paciente do caso 013, o DNA foi extraido de esfregaco da mucosa utilizando-se kit |All

pre DNA da Qiagen ®.

3.4 SEQUENCIAMENTO COMPLETO DE EXOMA (WES)

As amostras de DNA foram enviadas para sequenciamento na Macrogen
Humanizing Genomics, na Coreia do Sul. A captura de regides alvo foi realizada por
meio do método Sureselect V6 (Agilent, EUA) seguido de sequenciamento de nova
geracdo em plataforma HiScanSQ (Illumina, EUA). Os dados brutos do sequenciamento
foram inseridos na plataforma Franklin (Genoox, Israel) para a andlise e busca de

variantes responsaveis pela etiologia das patologias.

A técnica de sequenciamento de nova geracdo ¢ aplicada para a detec¢do de
alteragdes em variantes, permitindo a aplicagdo de filtros de analise que auxiliam na
busca por variantes correlacionadas a alteragdo patoldgicas ja descritas anteriormente. A
analise das variantes foi realizada utilizando a plataforma Franklin (www.genoox.com).
Durante a analise foi possivel importar os dados de sequenciamento para configurar
nosso proprio pipeline. Uma série de filtros foi aplicada para obter um conjunto de
variantes candidatas causadoras de doencas: (1) variantes removidas por erro de leitura
ou baixa cobertura; (2) filtragem baseada em efeito deixando restrito o modo: frameshift,
missense, nonsense ¢ splicing. (3) filtro para zigosidade, deixando homozigoto e

heterozigoto (4) filtros de caracteristicas fenotipicas da paciente foram utilizados. Além
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destes filtros, uma analise das variantes restantes foi realizada individualmente de

acordo com o quadro clinico apresentado e a classificagdo do ACMG.

4. RESULTADOS E DISCUSSOES INDIVIDUAIS

Em uma coorte de 21 pacientes brasileiros com feno6tipos complexos relacionados a
malformagdes craniofaciais, sem etiologia molecular previamente elucidada, a
abordagem conjunta entre a fenotipagem e a analise gendmica permitiu estabelecer um
diagnéstico molecular em 62% dos casos (13/21). Este rendimento diagndstico robusto,
alcangado através da identificagdo de variantes patogé€nicas em 13 genes distintos, ndo
apenas elucidou a causa de quadros individuais, mas também contribuiu para a
expansdo do espectro clinico de condicdes raras. Os achados detalhados para cada

paciente estao sumarizados no Tabela 1 que se encontra a seguir:
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Tabela 1. Resultado da analise genética dos casos relacionados a sindromes de malformacées craniofaciais.

. . Zigo
Caso Gene afetado Variantes causadoras de Efeltorna sida ACMBG classification Clinica
doenca proteina de
1 TCOF1 c.1812dupT Val605£s Het Possivelmente patogénica  Dismorfias faciais tipicas, baixa estatura e
' p p- PVSI1 e PM2 hipogonadismo
Patogénica
) PTEN c.737C>T* p-Pro246Leu Het PM1, PP2, PM2 e PP5 Surdez, dismorfias faciais, macrocefalia,
EYAl c.1523C>T* p.Ala508Val Het VUS fenda palatina e deficiéncia intelectual
PM2 e PP3
Patogénica . . . ..
3 ATRX c.736C>T p.-Arg246Cys  Hom PM1, PP3 ¢ PM2 Microcefalia e dismorfias faciais
Patogénica Microcefalia, deficiéncia intelectual, baixa
4 §0x2 6-244_245delTT p.Leu82fs Het PVS1, PM2 e PP5 estatura e dismorfias faciais
Patogénica a .. . ..
5 SMAD4 c.1498A>G SIESOOVE e MR M MM Doneren e, denetng neg €
alteragOes Osseas
PP3
Possivelmente patogénica . . .
6 SHH ¢.80delG p.Gly27fs Het PVSI ¢ PM2 Holoprosencefalia e dismorfias faciais
s e il gt e Dismorfias faciais, alteracdes dsseas e de
7 SHH c.824C>A p.Ala275Glu  Het  PMI, PM2, PP2, PP3 ¢ ’ ¢
membro
PP5
Possivelmente patogénica ; i A 5
8 LMNA c.898G>C p.Asp300His Het PM, PP2, BMS5 ¢ PP3 Dismorfias faciais progeroides e alteracdes

esqueléticas
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VUS Dismorfias faciais, alteracdes Osseas e de

9 DVL2 c.1556delT p-Leu519fs Het PM2 e
Possivelmente patogénica
10 MIDI1 c.1514 1520del p.Th}Se(zgé‘Asnfs Hem PVS1 e PM2 CA e dismorfias
Patogénica

11 ACBT c.173C>T p.Ala58Va Het PM1, PP2, PM2, PP3 ¢ Deficiéncia intelectual, dismorfias faciais

PP5

VUS Dismorfias faciais, defeito de fechamento
12 FLNA ¢.3896A>C p-Asn1299Thr  Hem PP2. PPM2 de linha média, fenda labio palatina,

’ deficiéncia intelectual

8 Possivelmente patogénica
13 NSDHL c.543+1G>A i;gl;i?nge Hem PVSI, Prl)\/lz s Hemi-hiperplasia lado direito
14 Inconclusivo - Cardiopatia congénita e dismorfias
15 Inconclusivo ; Holoprosencefalia alobar e dismorfias
faciais
16 Inconclusivo : Malformagao auricular, dentaria e
dismorfias faciais
. Displasia mesodérmica pos axial e

17 OIS ) dismorfismo facial
18 Inconclusivo - Dismorfias faciais, surdez, alteracao de

membros ¢ malformagao cardiaca
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19 Inconclusivo - Dismorfias faciais

20 Inconclusivo Macrocefalia e dismorfias faciais

21 Inconclusivo - Dismorfias faciais e alteracoes dsseas

Tabela 1 .Caracterizacdo clinica e molecular da coorte estudada: variantes identificadas, genes associados e conclusdo diagnostica via sequenciamento completo do
exoma.
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Foram identificadas variantes nos genes: PTEN, ATRX, SOX2, DVL2, SMADA4,
FLNA, SHH, LMNA, NSDHL, EYAI, MIDI, TCOFI ¢ ACTB. Em um paciente duas
variantes distintas foram relacionadas ao seu quadro. A identificacdo destas variantes
destaca a notavel heterogeneidade genética subjacente aos fendtipos craniofaciais e a

importancia chave das vias de sinalizagdo no controle de seu desenvolvimento.

A seguir se encontram as descrigdes clinicas, resultados e discussoes individuais de

cada um dos casos clinicos aqui relatados.

4.1 CASO 01 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE TCOF1

4.1.1 Descricao clinica

O paciente do sexo masculino, sem relato de consanguinidade na familia, foi
encaminhado ao servigo de genética por apresentar malformagdes craniofaciais e
hipogonadismo, levantando a suspeita de uma sindrome semelhante & de Treacher
Collins (TCS). Ao exame dismorfologico, o individuo exibe baixa estatura e um
fenotipo facial altamente sugestivo de disostose mandibulofacial. O quadro ¢ marcado
por microtia e orelhas malformadas, presenca de fenda palatina, e uma anomalia
mandibular evidente com queixo pequeno e retraido (micrognatia e retrognatia) e borda
irregular. Adicionalmente, apresenta testa ampla, raiz nasal alta e nariz projetado para

frente.

4.1.2 Resultado da analise de WES

A andlise de seu exoma revelou uma duplicagio no gene TCOFI:
TCOF1:c.1812dupT:p.Val605fs em heterozigose. Esta variante ¢ caracterizada pela
inser¢do de uma base no éxon 5 do gene TCOF I, localizado no cromossomo 5 (Chr5:
149,755,793) ocasionando uma mudan¢a na matriz de leitura (frameshift) deste gene.

Na Figura 3 pode-se observar em detalhes a variante aqui encontrada.

A variante c¢.1812dupT do gene TCOFI teve classificacio provavelmente
patogénica preenchendo os critérios PVS1 e PM2 do ACMG. A prioridade desta
variante foi considerada alta em todos os critérios: classificagdo computacional da
variante, confianga da variante, conexao com o fenétipo do caso e modo de heranca do

gene. A variante c.1812dupT também ndo foi observada em nenhum dos bancos de
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dados populacionais, sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populacdo. Esta
variante atingiu Alto Grau de Confianga em seu sequenciamento, atingindo todos os
parametros de confiabilidade. Ha 124 publicacdes relacionando variantes neste gene ao

fenotipo pesquisado.

Figura 3. Variante no gene 7COFI. A marcagdo em roxo representa o local da inser¢do no gene
TCOF1:c.1812dupT:p.Val605fs.

4.1.3 Discussao

O gene TCOFI (treacle ribosome biogenesis factor), localizado no brago longo do
cromossomo 5 (5q32), desempenha um papel fundamental no desenvolvimento
craniofacial durante a embriogénese, sendo critico para a especificacdo da crista neural
(NC). Variantes neste gene estdo associadas a TCS, uma condi¢do geneticamente
heterogénea também conhecida como disostose mandibulofacial. Durante o
desenvolvimento embriondrio, o 7COF] atua como um regulador central apos sofrer
monoubiquitinagdo pelo complexo BCR, processo que facilita sua interagdo com a
proteina Nolcl. Essa associacdo permite que o 7TCOFI funcione como uma plataforma
molecular, conectando a RNA polimerase I a enzimas envolvidas no processamento e
modificacao ribossomica. Esse mecanismo reprogama o perfil translacional das células
em diferenciacdo, direcionando-o para a especificagdo da NC, um passo essencial para a

formacgao de estruturas craniofaciais (PubMed: 26399832).

A TCS ¢ caracterizada por anomalias na diferenciacdo do primeiro e segundo arcos
faringeos, resultando em fenotipos como microtia com perda auditiva condutiva,
fissuras palpebrais obliquas, hipoplasia da face média, micrognatia, fenda palatina
esporadica e atresia ou estenose coanal. A incidéncia da TCS ¢ estimada em 1 para cada

50.000 nascidos vivos, com cerca de 40% a 50% dos casos apresentando perda auditiva
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condutiva, atribuida principalmente a malformag¢des dos ossiculos e hipoplasia do

ouvido médio (Marszatek-Kruk et al., 2022; Chang e Steinbacher, 2012).

Geneticamente, a TCS ¢ dividida em quatro subtipos: TCS1 (MIM 154500)
(associada a variantes no 7COFI), TCS2 (MIM 613717) (ligada a variantes
no POLRID), TCS3 (MIM 618939) (relacionada a variantes no POLRIC) e TCS4
(MIM 618939) (vinculada a variantes no POLRIB), refletindo sua heterogeneidade
molecular (Treacher Collins Syndrome Collaborative Group, 1996; Dauwerse et al.,
2011; Schaefer et al., 2014; Noack Watt et al., 2021). A heranca ¢ autossomica
dominante, com expressividade fenotipica variavel, porém sem afetar o
desenvolvimento neurologico. Essa especificidade ocorre porque as variantes
no TCOFI impactam seletivamente as células da crista neural (NCs) envolvidas na
formagdo craniofacial, preservando aquelas que contribuem para o sistema nervoso

central (Dixon et al., 2006).

Em nivel molecular, mais de 120 variantes j& foram identificadas no TCOFI,
incluindo variantes de splicing, nonsense e delecdes. Todas essas alteragdes resultam na
inser¢do prematura de um codon de parada, levando a haploinsuficiéncia da proteina
Treacle, codificada pelo gene. A Treacle estd envolvida na biogénese ribossomal,
integrando-se ao complexo de pré-processamento do rRNA e participando de sua
metilagdo. Estudos em modelos murinos demonstram que a expressdo maxima do
TCOF1 ocorre no neuroepitélio embrionario, processo frontonasal e arcos branquiais,
corroborando seu papel no desenvolvimento craniofacial. Além disso, embora as
variantes ndo interfiram na migracdo das células da NC, observa-se uma reducdo
significativa em sua populagdo em camundongos heterozigotos, o que explica as
malformagdes teciduais sem comprometimento neurolégico (Jones et al., 2008; Trainor

e Andrews, 2013).

4.1.4 Conclusao

A variante TCOFI:c.1812dupT:p.Val605fs, classificada como provavelmente
patogénica (critérios ACMG PVS1 e PM2), esta diretamente associada as caracteristicas
clinicas classicas de TCS observadas no paciente, como hipoplasia mandibular, fenda
palatina e malformagdes auriculares. Sua auséncia em bancos populacionais e a forte
correlacdo com fenotipos craniofaciais consolidam seu papel etiologico. No entanto,

a baixa estatura grave do paciente ndo pode ser a principio explicada por essa alteragdo
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e nao foram identificadas outras alteragdes pelo sequenciamento de exoma que

expliquem a baixa estatura.

4.2 CASO 02 - VARIANTES PATOGENICAS NOS GENES PTEN E EYAI

4.2.1 Descricao clinica

A paciente do sexo feminino, sem consanguinidade parental, foi encaminhada ao
servigo de genética por apresentar deficiéncia intelectual, deficiéncia auditiva e um
quadro dismorfologico com malformagdes craniofaciais ¢ anomalias de membros. Ao
exame, nota-se assimetria facial, fronte ampla e macrocefalia. As dismorfias faciais
incluem sobrancelhas arqueadas no terco distal com sinofris leve, fendas palpebrais
obliquas para cima (direita) e retas (esquerda) com epicanto inverso bilateral, e fenda
labiopalatina bilateral. A regido nasal exibe raiz média alta e um dorso nasal largo e
projetado, com base nasal larga, columela grossa e filtro curto e bem marcado. Nas
extremidades, a paciente apresenta sindactilia no tergo proximal dos 2° e 3° ¢ 3° ¢ 4°
pododactilos bilateralmente, além de aumento da distancia entre o 1° e 2° pododactilos

direitos, sublinhando um complexo defeito de desenvolvimento das extremidades.

4.2.2 Resultado da analise de WES

A andlise do WES dessa paciente revelou a existéncia uma variante patogénica e
uma VUS, no gene PTEN (PTEN:c.737C>T:p.Pro246Leu) e outra no gene EYA
(EYA1:c.1523C>T:p.Ala508Val).

A variante no gene PTEN ¢ caracterizada pela substituicdo de uma unica base em
regido codificante do éxon 7, localizado no cromossomo 10 (Chr10:89717712), com
consequente substituicdo do aminoacido prolina por leucina. Esta variante foi
classificada como patogé€nica preenchendo os critérios PM1, PP2, PM2 e PP5 do
ACMG Guidelines. A prioridade desta variante foi considerada alta e muito alta nos
critérios: classificagdo computacional da variante, confianga da variante, conexao com o
fenotipo do caso e modo de heranca do gene. A variante PTEN:c.737C>T foi reportada
na Franklin Community Frequency em 5 diferentes casos como causa da patologia em
casos onde o fenotipo corresponde a parte do caso estudado, além disto, esta variante

nao foi observada em nenhum dos bancos de dados populacional, sugerindo que ¢ uma
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variante muito rara na populacdo. A variante também foi descrita 5 vezes no ClinVar
relacionada a sindrome de Cowden (MIM 158350) e a sindrome do tumor hamartoma
PTEN (MIM 601728). Na Figura 4 pode-se observar em detalhes a variante aqui
encontrada. A variante atingiu Alto Grau de Confianca em seu sequenciamento,
atigindo todos os paramentros de confiabilidade. Ha 16606 publica¢des descrevendo

variantes patogénicas neste gene, e outras 17 esta mesma variante.

1100 T 1T - 71T T

= HasH449

Figura 4. Variante no gene PTEN. No retdngulo vermelho esté a substitui¢do de base na regido
codificante do gene PTEN:c.737C>T:p.Pro246Leu.

A segunda variante também se refere & uma substituicio de uma Unica base na
regido codificante do éxon 16 do gene EYAI, localizado no cromossomo 8§
(Chr8:72127696), com consequente substituicdo do aminoacido alanina por valina.
Esta variante foi VUS preenchendo os critérios PM2 e PP3 do ACMG Guidelines. A
prioridade desta variante foi considerada alta e muito alta nos critérios: classificacao
computacional da variante, confianca da variante, conexdo com o fen6tipo do caso e
modo de heranca do gene. A variante EYAI:c.1523C>T:p.Ala508Val foi reportada na
Franklin Community Frequency em 7 diferentes casos como causa da patologia, alem
disto, esta variante nao foi observada em nenhum dos bancos de dados populacional,
sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populacdo. Na Figura 5 pode-se observar
em detalhes a variante aqui encontrada. A variante também foi descrita 1 vezes no
ClinVar relacionada a sindrome de Melnick-fraser (MIM 113650). A variante atingiu
alto grau de confianca em seu sequenciamento, atigindo todos os paramentros de
confiabilidade. H4 234 publicagdes reportando variantes patogénicas relacionadas a este

gene.
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Figura 5. Variante no gene EYAI. O retangulo verde indica troca de base na regido codificante do
gene EYA1:c.1523C>T:p.Ala508Val.

4.2.3 Discussao

O termo sindrome do tumor hamartoma PTEN (PHTS) tem sido usado para se referir
a um espectro de distirbios que tém sido associados a variantes germinativas no gene
homoélogo da fosfatase e tensina (PTEN), incluindo sindrome de Cowden (CS),
sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba (BRRS), doenca de Lhermitte-Duclos em
adultos (LDD) e disturbios do espectro autista associados a macrocefalia (Pilarski et. al,

2019)

O gene PTEN é um supressor de tumor que freia a cascata de sinalizagcdo promotora
de crescimento PI3K/AKT/mTOR (Eng et al., 2001). A disfuncdo do PTEN causa
desregulacdo desta e de outras vias, resultando em crescimento excessivo (Hyman et al.,
2005). A sindrome de Cowden, uma predisposi¢ao hereditaria ao cancer e disturbio de
crescimento excessivo, foi a primeira condi¢do mendeliana associada a variantes
germinativas do PTEN (Eng, 1997). Desde entdo, avangos significativos da comunidade
cientifica e médica elucidaram como as manifestacdes fenotipicas clinicas resultam das
variantes germinativas subjacentes do PTEN (Pilarski et al., 2019). Com o tempo,
tornou-se evidente que as variantes PTEN podem resultar num amplo espectro
fenotipico, causando disturbios aparentemente dispares, desde cancer até

autismo (Butler et al., 2005).

O gene PTEN (Phosphatase and Tensin Homolog) ¢ um importante supressor de
tumor e desempenha um papel critico na regulacdo da proliferacdo, crescimento e

sobrevivéncia celular. Localizado no brago longo do cromossomo 10 (10g23.3), o gene
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PTEN codifica a proteina PTEN, que atua como uma fosfatase de lipidios. Como uma
fosfatase lipidica, ¢ conhecida por sinalizar a via PI3K/Akt chave no ciclo celular G1 e
apoptose. Sua atividade de proteina fosfatase também demonstrou regular as vias de
sobrevivéncia celular, como a via da quinase ativada por mitéogeno (MAPK). Sua
homologia com as moléculas de adesdo focal tensina e auxilina sugere que pode
desempenhar um papel na migracdo celular e na adesdo focal. Assim, o PTEN poderia
potencialmente desempenhar papéis significativos em uma série de vias moleculares
que regulam proliferacdo celular, migragdo e apoptose, todos processos importantes na
regulagdo do funcionamento celular normal e no crescimento (Tamguney e Stokoe

2007).

Variantes germinativas no PTEN também causam um subconjunto de casos de
transtornos combinados do espectro do autismo e macrocefalia, com ou sem outro
historico pessoal ou familiar consistente com CS/BRRS (Butler et al. 2005; Herman et
al. 2007). Ha indicios de que o grau de macrocefalia possa indicar a probabilidade de

encontrar uma variante. (Butler et al. 2005; Buxbaum et al. 2007).

Apesar da sobreposi¢do de caracteristicas fenotipicas da paciente com as sindromes
do gene PTEN, a surdez permaneceu fora do espectro fenotipico encontrado para este
gene até o momento (Eng, 2013). Por este motivo, continuou-se a investigagdo por
causas genéticas que pudessem estar relacionadas a condi¢do. Foi entdo identificada

uma variante no gene £YA/ (Abdelhak et al., 1997).

O gene EYAI esta associado a sindrome de Branchio-Oto-Renal (BOR) (MIM
113650), uma doenga genética rara de heranca autossOmica dominante, caracterizada
por malformagdes no pescoco e orelhas, surdez congénita e anomalias renais. Essa
sindrome tem etiologia genética heterogénea e, até o momento, trés genes principais
foram identificados como causadores da sindrome: EYAI (Abdelhak et al., 1997), SIX1
(Rufet al., 2004) e SIX5 (Hoskins et al., 2007).

No estudo de Wang et al. (2018), uma familia chinesa com BOR foi investigada
para descobrir sua causa genética, identificando uma nova variagdo sem sentido
heterozigdtica no éxon 11 de EYA1, enquanto nenhum membro ndo afetado carregava a
variante nesta posicdo. Os experimentos funcionais ndo detectaram splicing anormal ao
nivel de RNA; no entanto, o western blotting mostrou que a proteina mutante estava
truncada. Neste estudo, os fenotipos clinicos da sindrome BOR mostraram alta

heterogeneidade (Smith et al., 2012). As variagcdes fenotipicas sdo comuns para
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linhagens afetadas devido a penetrancia incompleta e expressividade varidvel dentro ou
entre familias. Os membros afetados desta familia também apresentaram fendtipos

diferentes.

O gene EYA1 é um gene altamente conservado e desempenha um papel fundamental
no desenvolvimento embrionario e em diversos processos fisiologicos. Este gene esta
presente em uma ampla variedade de espécies, desde invertebrados até mamiferos,
incluindo os seres humanos. Ele codifica uma proteina tirosina fosfatase que atua como
um importante regulador de vias de sinalizagdo e expressdo génica. Além disso, a
proteina EYA estd envolvida na formacdo e funcdo de varios tecidos e Orgdos,
desempenhando um papel crucial no desenvolvimento normal. EYAI ¢ altamente
expresso no rim embriondrio humano, enquanto é pouco expresso no cérebro e no
pulmdo. Em adultos, o EYA/ ¢ fortemente expresso no coragdo € nos musculos
esqueléticos, enquanto uma expressdao mais fraca foi observada no figado e no cérebro;
nenhuma expressao foi observada nos olhos e rins (Xu et al., 2013). Além disso, EYAl
estd sujeito ao efeito de dosagem génica, o que implica que a quantidade da proteina
codificada decide o desenvolvimento do arco branquial, ouvido e rim; a atividade do
gene ¢ discernivel apenas se a quantidade de proteina codificada ultrapassar um certo

limiar (Wang et al., 2015).

O gene EYAI esta localizado no braco curto do cromossomo 8 (8ql3.3) ¢
responsavel pela producdo da proteina EY A, que possui quatro dominios conservados: o
dominio de tirosina fosfatase, o dominio de ativagdo dependente de histidina (HAD), o
dominio de interagdo com o fator SIX (D-SIX) e o dominio transativador (Ozaki et al.,
2002; Xu et al., 2013). Esses dominios desempenham funcdes especificas na atividade

da proteina EYA.

A proteina EYA funciona como uma tirosina fosfatase, revertendo a fosforilagao de
proteinas-alvo especificas, afetando, assim, suas atividades. Ela interage com outras
proteinas importantes, como os fatores SIX, e desempenha um papel vital na regulagao
de vias de sinalizacdo como o desenvolvimento de o6rgdos, proliferagdo celular,

apoptose, regeneracgdo tecidual e reparo de DNA (Xu et al., 2013).
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4.2.4 Conclusao

A variante PTEN:c.737C>T:p.Pro246Leu, classificada como patogénica (critérios
ACMG PM1, PP2, PM2, PP5), esta associada as caracteristicas clinicas de macrocefalia,
dismorfias faciais e risco aumentado para sindromes hamartomatosas (compativeis com
o espectro PHTS (sindrome do tumor hamartoma PTEN). A presenca desta variante em
bancos de dados clinicos e sua raridade populacional refor¢am seu papel na etiologia
das manifestacdes.. Ja a variante EYAI:c.1523C>T:p.Ala508Val, classificada como
VUS (critérios PM2, PP3), embora ndo definitivamente patogénica, apresenta
plausibilidade biologica para explicar a surdez congénita e alteracdes auditivas,
considerando o papel do gene EYAI na BOR e seu envolvimento no desenvolvimento

do ouvido interno.

A combinagdo das duas variantes — uma patogénica (PTEN) e uma de significado
incerto (EYAI) — sugere um quadro clinico resultante de efeitos aditivos, onde a
variante em PTEN explica as caracteristicas dismorficas, enquanto a variante
em EYAI pode contribuir para a surdez e anomalias adicionais. Este caso ilustra a
complexidade da sobreposi¢cdo fenotipica em sindromes geneticamente heterogéneas,
destacando a necessidade de integrar andlises gendmicas detalhadas com avaliacdes
clinicas multissistémicas para elucidar fenotipos multifatoriais. A coexisténcia de
variantes em genes distintos refor¢a a importancia de considerar interagdes genéticas e

pleiotropia em diagndsticos complexos.

4.3 CASO 03 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE ATRX

4.3.1 Descricao Clinica

Paciente do sexo masculino, filho de pais ndo consanguineos, ¢ encaminhado ao
servigo de genética aos cinco meses de idade devido a presenga de atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor, microcefalia ¢ pequenas dismorfias faciais: baixa
implantacao de cabelos em fronte, hirsutismo na fronte, sinofres, epicanto bilateral,
fendas retas, raiz nasal média, dorso alargado, filtro nasolabial mérdio e pouco marcado,
lingua protusa, orelhas de implantacdo limitrofe e proeminentes. Encurtamento de 5
dedo. Pregas palmares sem presenga de sulco halucal. O paciente também apresentou

criptorquidismo a esquerda. Esta combinagdo de falha de crescimento encefalico e
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comprometimento funcional precoce sugere fortemente uma encefalopatia do

desenvolvimento de etiologia genética.

4.3.2 Resultado da analise de WES

A partir da andlise deste paciente foi encontrada uma variante patogénica no gene
ATRX, ATRX:c.736C>T:p.Arg246Cys. Esta variante € caracterizada pela substituicao de
base Unica, com consequéncia na substituicdo do aminoacido arginina por cisteina, em
regido codificante do éxon 9 do gene ATRX, no cromossomo X, (ChrX:76940012). Esta
variante foi classificada como patogénica preenchendo os critérios PM1, PP3 e PM2 do
ACMG Guidelines. A prioridade desta variante foi considerada alta e muito alta nos
critérios: classificagdo computacional da variante, confianga da variante, conexao com o
fenotipo do caso e modo de heranga do gene. A variante ATRX:c.736C>T foi reportada
no ClinVar em cinco diferentes casos como causa da patologia em casos onde o
fenotipo estd relacionado a malformagdes do sistema nervoso. Na Figura 6 pode-se

observar em detalhes a variante aqui encontrada.

Figura 6. Variante no gene ATRX . O retangulo em verde representa o local da troca de base
ATRX:c.736C>T:p.Arg246Cys.

4.3.3 Discussao

A proteina codificada pelo gene ATRX pertence a familia SWI/SNF de
remodeladores de cromatina, que atuam na reorganizagdo da estrutura nucleossdmica
para regular processos genéticos (Gibbons et al., 2003). Essa proteina passa por
fosforilagdo dependente do ciclo celular, modificagdo que controla sua localizagdo
nuclear e interagdo com a cromatina, indicando seu papel na regulacdo génica durante a

interfase e na segregacdo cromossdmica durante a mitose (Xue et al., 2003). Variantes
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nesse gene estdo associadas a sindromes de heranca ligada ao cromossomo X (MIM
309580), que incluem deficiéncia intelectual e alfa-talassemia, uma condigdo
caracterizada pela sintese reduzida de cadeias de alfa globina (Gibbons et al., 1995;

Picketts et al., 1996).

A sindrome de deficiéncia intelectual ligada ao X alfa-talassemia (ATR-X) (MIM
300032) ¢ caracterizada por dismorfias craniofaciais distintas, anomalias genitais,
hipotonia e atraso de desenvolvimento/deficiéncia intelectual leve a grave (Gibbons et
al., 1995). As anormalidades craniofaciais incluem perimetro cefalico pequeno,
telecanto ou hipertelorismo , nariz curto, labio superior em tenda e labio inferior grosso
ou evertido com caracteristicas faciais grosseiras ao longo do tempo (Guerrini et al.,
2000). Embora todos os individuos afetados tenham um cariotipo 46, XY normal, as
anomalias genitais incluem hipospadia e criptoriquidia, até genitdlia ambigua ou
aparentemente feminina (Gibbons et al., 2003). A alfa-talassemia, observada em cerca
de 75% dos individuos afetados, ¢ leve e normalmente nio requer tratamento (Gibbons
et al., 1995). Osteossarcoma foi relatado em alguns homens com variantes patogénicas

em ATRX (De La Fuente et al., 2013).

O gene ATRX possui regioes altamente conservadas onde ndo sdo encontradas
variantes, como as regides codificantes do zinc finger e do terminal N (Gibbons et al.,
1997). O dominio ADD ¢ onde estd localizada a variante deste caso. Variantes no
dominio semelhante ao PHD do gene ATRX correlacionam-se com comprometimento
psicomotor grave e anomalias urogenitais graves em pacientes com sindrome A7RX
(Argentaro et al., 2007). As variantes da sindrome A7RX residem quase exclusivamente

em algum um desses dois dominios, ADD ou PHD (Fig. 1A) (Xue et al., 2003).

O dominio helicase do ATRX possui atividade de translocase de DNA via hidrolise
dependente de ATP. Na verdade, a inativagdo por variantes neste dominio resulta em
defeitos de translocase, e uma variante especifica causadora de doenca desacopla a
hidrélise do ATP da ligacdo ao DNA (Mitson et al., 2011). O dominio ADD, afetado
neste caso contém um dominio semelhante ao GATA e um dedo PHD (plant
homeodomain), que juntos reconhecem H3K9me3 quando ndo metilado em H3K4
(Dhayalan et al., 2011; Eustermann et al., 2011; Iwase et al., 2011). Curiosamente, uma
variante sem sentido no residuo 37 do ATRX esta associada a um fendtipo mais leve do
que aquele associado a variantes missense nos dominios ADD e helicase (Guerrini et al.,

2000). A variante sem sentido no residuo 37 ¢é separada de um subconjunto de
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transcritos, o que restaura parcialmente a fungdo da proteina ATRX. Na verdade, foi
proposto que virtualmente todas as variantes em pacientes com sindrome A7TRX
representam hipomorfismo causado por efeitos desestabilizadores da proteina (Gibbons

et al., 2003).

Consistentemente com a hipotese de que o ATRX ¢ necessario para o
desenvolvimento embriondrio, os camundongos nulos para Atrx morrem em E9.5
(Garrick et al., 2006). Além disso, a inativacdo condicional do Atrx no prosencéfalo em
desenvolvimento resulta em letalidade perinatal. O cortex frontal, subiculo e hipocampo
sdo reduzidos em tamanho, e o giro denteado estd completamente ausente em
camundongoS (Bérubé et al., 2005). Nao ha defeito na proliferacdo de células
progenitoras neurais, mas as células sofrem apoptose a medida que saem do ciclo
celular e iniciam seus programas de diferenciacdo. Este efeito parece ser celular
auténomo. Assim, o fendtipo em camundongos ¢ muito mais grave do que em humanos,
porque os pacientes com variantes ATRX, geralmente, sobrevivem até a idade adulta.
Estas descobertas em modelos de ratos geneticamente modificados sdo consistentes com
a hipotese de que quase todos os alelos 4TRX em pacientes com sindrome ATRX

representam hipomorfos (Gibbons et al., 2008).

As variantes no ATRX sdo as Unicas alteragdes genéticas que causam a sindrome
ATR-X. Isto sugere que o ATRX ¢ essencial para diversos processos de
desenvolvimento nas linhagens ectodérmica (crista neural e sistema nervoso central

[SNC]), mesodérmica (linhagem Ossea e eritrdide) e endodérmica (genitalia) (Gibbons

et al., 2008).

4.3.4 Conclusao

O paciente apresenta um quadro clinico compativel com a sindrome ATRX,
caracterizada por microcefalia, dismorfias faciais e atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor, fenotipo que se sobrepde significativamente as manifestagdes
associadas a variantes no gene ATRX. A identificagdo da variante
patogénica ATRX:c.736C>T (p.Arg246Cys), localizada no éxon 9, reforca essa
correlagdo. Classificada como patogénica conforme os critérios PM1, PP3 e PM2 das
Diretrizes ACMG, essa variante promove a substituicdo de arginina por cisteina em um

dominio critico da proteina (ADD), afetando sua interagdo com a cromatina e
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corroborando os achados de comprometimento no neurodesenvolvimento e em

malformagoes sistémicas.

A presenga dessa variante em cinco casos relatados no ClinVar, associados a
fenotipos similares, confirma seu papel etioldgico. Adicionalmente, o modo de heranca
ligado ao X justifica a investigagdo genética da mae para determinar a origem da
variante (esporadica ou herdada) e fornecer orientacdo adequada sobre o risco de
recorréncia. Recomenda-se acompanhamento multidisciplinar para o paciente, visando
manejar as comorbidades clinicas, e aconselhamento genético familiar para esclarecer

implicac¢des reprodutivas futuras.

4.4 CASO 04 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE SOX2

4.4.1 Descricao clinica

Individuo do sexo masculino, sem relato de consanguinidade parental, ¢
encaminhado ao servigo de genética por apresentar microcefalia, deficiéncia intelectual,
baixa estatura e dismorfias faciais proeminentes. Ao exame dismorfoldgico, o paciente
exibe um padrdo de microbraquicefalia com implantacgao capilar alta na fronte e na nuca.
As caracteristicas faciais sdo marcadas por olhos de implantagdo profunda com fendas
palpebrais obliquas para cima, sobrancelhas com rarefacao distal, raiz nasal alta, nariz
adunco com hipoplasia das asas nasais, filtro curto, ldbio superior grosso e labio inferior
evertido. Além disso, a denti¢do mostra-se desalinhada com aumento da distancia entre
os incisivos centrais inferiores. Os achados sistémicos incluem heterocromia abdominal,

postura com tronco inclinado para frente, assimetria de membros inferiores e pés cavus.

4.4.2 Resultado da analise de WES

A andlise do exoma do individuo revelou uma delegdo patogé€nica em heterozigose
no gene SOX2:c.244 245delTT:p.Leu82fs. Esta variante ¢ caracterizada pela delegdo de
duas bases no exon 3 do gene SOX2 localizado no cromossomo 3 (chr3-181430389),
gerando uma mudanca no quadro de leitura deste gene. Esta variante foi classificada
como patogénica preenchendo os critérios PVS1, PM2 e PP5 do ACMG Guidelines. A
variante SOX2:c.244 245delTT foi reportada na Clinvar em um caso de sindrome de

anoftalmia-atresia esofagica. Na Figura 7 pode-se observar em detalhes a variante aqui
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encontrada. Esta variante nao foi observada em nenhum dos bancos de dados
populacionais, sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populagdo. Ha 3625
publicagdes relacionando variantes neste gene a patologias humanas, e outros dois

estudos relacionando esta mesma variante.

Figura 7. Variante no gene SOX2. O retangulo em branco representa o local dele¢do
SOX2:c.244 245delTT:p.Leu82fs

4.4.3 Discussao

O gene SOX2 ¢ membro da familia SRY-related HMG-box (SOX) de fatores de
transcri¢do envolvidos na regulacdo do desenvolvimento embrionario e na determinagao
do destino celular durante a embriogénese. O produto desse gene ¢ necessario para a
manuten¢do das células-tronco no sistema nervoso central e para a regulagdo da
expressdo do gene no estdmago. Variantes nesse gene tém sido associadas a hipoplasia
do nervo Optico e a microftalmia sindromica (MIM 206900), uma forma grave de
malformagdo estrutural do olho. O espectro fenotipico do transtorno de SOX2 inclui
anoftalmia e/ou microftalmia, malformagdes cerebrais, deficiéncia intelectual, atresia
esofagica, hipogonadismo hipogonadotréfico, hipoplasia hipofisaria, retardo de
crescimento pos-natal, hipotonia, convulsdes e movimentos espésticos ou distonicos. E
importante salientar que, com o uso generalizado atual de testes genéticos moleculares
avancados, ficou evidente que o espectro clinico associado as variantes patogénicas do

SOX2 inclui fenotipos com achados oculares minimos ou ausentes (Williamson, et al.,

2020).

O gene SOX2 ¢ um fator de transcricdo essencial para o desenvolvimento
embrionario, desde os primeiros estdgios de formagao até o estabelecimento do sistema

nervoso. Sua funcdo ¢ critica e precoce: ¢ expresso na massa celular interna do embrido

55



de camundongo, e sua ablacdo por uma variante nula homozigdtica resulta na
interrup¢do do desenvolvimento embrionério logo apds a implantacdo (Avilion et al.,
2003). Dada a sua importancia na manutencao das células-tronco pluripotentes iniciais,
0 SOX2 foi subsequentemente identificado como um dos quatro fatores centrais capazes
de reprogramar células somaticas diferenciadas, gerando células-tronco pluripotentes

induzidas (iPSC) (Takahashi & Yamanaka, 2006; Takahashi et al., 2007).

Posteriormente no desenvolvimento, a expressdo de SOX2 marca a formagdo do
sistema nervoso (neuroepitélio), sendo crucial para a manutencdo da identidade e
poténcia das células-tronco neurais (Pevny & Placzek, 2005). O SOX2 preserva a
identidade pluripotente nos estdgios iniciais e, mais tarde, salvaguarda a identidade
multipotente, sendo essencial para o estabelecimento de diversas linhagens embrionarias
e a manutencdo de pools progenitores na vida pds-natal (Arnold & Robertson, 2009;

Favaro et al., 2009; Sarkar & Hochedlinger, 2016).

A regulacdo de SOX2 ¢ vital para a morfogénese craniofacial devido ao seu papel no
controle do fluxo da Transi¢do Epitelial-Mesenquimal (EMT), que gera as NCCs.
Niveis elevados de SOX2 no ectoderma inibem a formagdo de NCCs, enquanto sua
regulacdo negativa precisa € necessaria para que ocorra a delaminagdo e migracdo de
NCCs em niimeros adequados na regido da cabeca (Adikusuma et al., 2017; Rogers et
al., 2012). A ablagdo especifica de SOX2 no epiblasto leva a um acimulo anormal de
NCCs SOX10+, resultando em malformacdes anteriores graves, hidrocefalia e
truncamentos frontonasais em embrides mutantes. O controle temporal exercido pelo
SOX2 nas decisoes de diferenciacdo, além de sua interacdo com outros fatores, como o
complexo CHD7, sublinha o seu papel fundamental na regulacdo da heterocronia

genética e na etiologia das neurocristopatias (Bajpai et al., 2010; Graham et al., 2003).

A expressdo SOX2 ¢ ativada através de quatro principais vias de sinalizagdo do
desenvolvimento embrionario, incluindo HIPPO, SHH, WNT, FGFR ¢ TGF-
B (Sanchez-Ferras et al., 2014). Fun¢des da via SHH para induzir a prolifera¢ao celular
no desenvolvimento do SNC também estdo implicadas na condugdo da tumorgénese no

cérebro (Lai et al., 2003).

Variantes no gene SOX2 estdo relacionadas a sindrome anoftalmia-atresia esofagica.
Esta sindrome pertence ao grupo das microftalmias sindromicas e ¢ caracterizada pela
associagdo de anoftalmia ou microftalmia uni ou bilateral e atresia esofagica com ou

sem fistula traqueoesofagica. Pode-se incluir anoftalmia clinica ou microftalmia com ou
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sem defeitos do nervo Optico, quiasma Optico e trato Optico. Anormalidades
extraoculares incluem anomalias cerebrais, convulsdes, deficiéncia motora, atrasos
neurocognitivos, perda auditiva neurossensorial e atresia esofagica. A hipoplasia da
hipofise anterior ¢ outra complicacdo importante, que frequentemente resulta em
deficiéncia de hormonio do crescimento; no entanto, ¢ provavel que a deficiéncia de
gonadotrofina seja a endocrinopatia, mais consistente em pacientes com variante SOX2 .
Os dismorfismos faciais observados com variantes SOX2 sdo relativamente sutis, com
testa alta, hipoplasia do terco médio da face, anti-hélice proeminente e um queixo

proeminente.(Kelberman et al., 2010)

Multiplos dentes supranumerarios também estdo presentes e geralmente ndo sio
sintomas solitarios, indicando uma sindrome sistémica, como a displasia cleidocraniana.
Na odontogénese, muitos fatores transcricionais, como BMPs, FGFs e WNTs,
desempenham papéis significativos e sabe-se que o SOX2 interage com alguns deles.
Apesar do conhecimento do papel do SOX2 no desenvolvimento dentario humano ser
apenas parcialmente compreendido, multiplos dentes supranumerarios podem ser
considerados sintomas extraoculares da sindrome de anoftalmia do SOX2.
Aproximadamente 60% das variantes SOX2 sdao de novo (Gerth—Kabhlert et al., 2013;
Williamson et al., 2014). Variantes heterozigéticas de SOX2 representam 10-20% de
todos os individuos com anoftalmia ou microftalmia. A variante ¢.70del20 ¢ a mais
comum, representando 18-21% dos individuos com Anoftalmia relacionada a SOX2

(Schneider et al., 2009; Reis et al., 2010; Zenteno et al., 2005)

Schneider et al. (2009) rastrearam o gene SOX2 em 51 pacientes ndo aparentados
com anoftalmia clinica e/ou microftalmia e identificaram variantes heterozig6ticas em
SOX2 em 10 deles, incluindo 3 pacientes com a delegdo recorrente de 20 pb (70del20;
184429.0010). A anélise de todos os pacientes relatados com variantes SOX2 sugeriu

uma potencial correlacdo gendtipo/fendtipo. Alteragdes missense geralmente resultaram

em defeitos oculares menos graves.

Ensaios funcionais in vitro foram realizados apenas para um pequeno nimero de
variantes (Schneider et al., 2009; Kelberman et al., 2008; Gerth-Kahlert et al., 2013).
Além disso, enquanto Schneider et al. (2009) encontraram uma relacdo gendtipo-
fenotipo para a sindrome relacionada a SOX2, Kelberman et al. (2008) nao visualizaram

nenhuma correlagdo gendtipo-fenodtipo obvia.
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Embora cerca de 500 pacientes com anormalidades no SOX2 tenham sido relatados
até o momento (Schneider et al., 2009; Williamson et al., 2014; Zenteno et al., 2005;
Reis et al., 2010; Gerth-Kahlert et al., 2013), a compreensdao atual do espectro de

variantes e determinantes fenotipicos desta condigdo permanece fragmentada.

4.3.1 Conclusao

A variante SOX2:c.244 245delTT (p.Leu82fs) foi classificada como patogénica
conforme os critérios PVS1, PM2 e PP5 das Diretrizes ACMG, sendo considerada
responsavel pelo quadro clinico do paciente. Apesar da auséncia de achados
oftalmoloégicos evidentes, o espectro fenotipico associado a variantes no
gene SOX2 inclui casos com manifestacdes oculares minimas ou inexistentes, conforme
descrito na literatura recente. As caracteristicas clinicas do paciente — microcefalia,
dismorfias faciais (microbraquicefalia, hipoplasia nasal, filtro curto), deficiéncia
intelectual, baixa estatura, alteracdes dentarias e assimetria de membros — sobrepdem-
se significativamente as manifestacdes sistémicas relatadas em sindromes relacionadas

ao SOX2, como a sindrome de anoftalmia-atresia esofagica.

A variante identificada, uma delecdo em heterozigose no éxon 3 do gene SOX2,
resulta em mudanga do quadro de leitura, comprometendo a fungdo da proteina na
regulacdo do desenvolvimento embriondrio e na manutencdo de células-tronco. Sua
auséncia em bancos populacionais e seu relato prévio no ClinVar em um caso com
fenotipo similar reforcam seu papel etiologico. Considerando que aproximadamente
60% das variantes no SOX2 sdo de novo, recomenda-se a investigagdo genética dos pais
para esclarecer a origem da variante e oferecer aconselhamento genético adequado,
incluindo orientagdes sobre risco de recorréncia em futuras gestacdes. Além disso,
sugere-se acompanhamento multidisciplinar para monitorar possiveis complicagdes
endocrinas, neurologicas e odontologicas, bem como avaliacdo periddica para detectar

manifestagdes oftalmoldgicas tardias.

4.10.4 Conclusao

A identificagdo da variante 4ACTB:c.173C>T:p.Ala58Val no paciente, classificada
como patogénica segundo critérios ACMG (PM1, PP2, PM2, PP3, PP5), confirma sua

associacao com a BRWS. O fendtipo observado, incluindo microcefalia, dismorfismos
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craniofaciais (sinofre, epicanto bilateral, raiz nasal baixa, retrognatia) e deficiéncia
intelectual, alinha-se com as caracteristicas classicas dessa sindrome, embora a auséncia

de coloboma ou paquigiria frontal destaque sua variabilidade fenotipica.

A proteina ACTB, componente critico do citoesqueleto, regula processos como
migracdo, proliferagdo celular e sinalizacdo nuclear. A substituicdo de alanina por
valina no dominio funcional da actina compromete sua estrutura, impactando a
dindmica celular durante o desenvolvimento embrionario. Estudos em fibroblastos
demonstram que a haploinsuficiéncia de ACTB altera a morfologia e migragao celular,

corroborando os defeitos observados em 6rgdos como cérebro, coragao e rins.

A classificacdo como patogénica reforca o papel central do ACTB na BWCEFF,
embora a heterogeneidade clinica exija diferenciagdo de outras sindromes. A auséncia
da variante em bancos populacionais e sua raridade ressaltam seu impacto diagndstico.
Este caso ilustra a importancia do sequenciamento do exoma na elucidagdo de doencgas
raras e a necessidade de integrar dados gendmicos, funcionais e clinicos para orientar o
manejo multidisciplinar. Estudos futuros sdo essenciais para desvendar a relacdo entre
variantes especificas de ACTB/ACTGI e a expressividade fenotipica, além de explorar

estratégias terapéuticas direcionadas as disfungdes do citoesqueleto.

4.5 CASO 05 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE SMAD4

4.5.1 Descricao Clinica

Individuo do sexo masculino, sem relato de consanguinidade parental, ¢
encaminhado por apresentar uma complexa sobreposicao de defeitos: deficiéncia
auditiva mista, atrofia renal e criptorquidia a direita, além de restricdo articular e
dismorfias faciais. Ao exame, o paciente exibe um fendtipo facial caracterizado por
hipotelorismo ocular aparente e fendas palpebrais obliquas para cima. As sobrancelhas
sdo afiladas e também apresentam orientacdo obliqua superior. A regido nasal mostra
raiz média, dorso alargado, columela curta e ponta nasal voltada para baixo, com
oclusdo dental de mordida aberta e palato sem anormalidades. As orelhas sdo pequenas
e normoimplantadas, mas com desdobramento de hélices e anti-hélices proeminentes.

Os achados sistémicos incluem aparente hipertonia da musculatura abdominal.
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4.5.2 Resultado da analise de WES

A andlise do exoma do individuo revelou uma delecdo em heterozigoze no gene

SMAD4:¢c.1498 A>G:p.Ile500Val.

Esta variante ¢ caracterizada pela substituicdo de base tunica, com consequéncia na
substitui¢do do aminoacido isoleucina por valina, em regido codificante do exon 12 do
gene SMAD4, localizado no cromossomo 18 (chr18:48604663-48604689). Esta variante
foi classificada como patogénica preenchendo os critérios PM1, PP2 e PM2, PM5 e PP3
do ACMG Guidelines. Na Figura 8 pode-se observar em detalhes a variante aqui

encontrada.

A variante SMAD4:c.14984>G foi reportada na 9 vezes no Clinvar em casos
relacionados a sindrome de Myhre (MIM 139210). A sindrome de Myhre ¢
caracterizada por forte constituicdo muscular, baixa estatura, mobilidade articular
reduzida, braquidactilia, perda auditiva mista e deficiéncia intelectual de gravidade

variavel. Dismorfismo facial, hipoplasia maxilar e prognatismo esta presente.
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Figura 8. Variante no gene SMAD4. A marcagdo em laranja representa o local delegdo
SMAD4:c.1498 A>G:p.Ile500Val.

4.5.3 Discussao

A sindrome de Myhre ¢ um distirbio do tecido conjuntivo com envolvimento
multissistémico, fibrose progressiva e proliferativa que pode ocorrer espontaneamente,
apOs trauma ou cirurgia. Outros sinais incluem deficiéncia intelectual leve a moderada e,
em alguns casos, transtorno do espectro autista. Os principais sistemas de Orgaos
envolvidos sdo: cardiovascular (defeitos cardiacos congénitos, estenose de segmentos

longos e curtos da aorta e artérias periféricas, derrame pericardico, pericardite
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constritiva, cardiomiopatia restritiva e hipertensao); respiratorio (estenose de coanas ,
estreitamento laringotraqueal, doenca obstrutiva das vias aéreas ou doenga pulmonar
restritiva); gastrointestinal (estenose pilorica, estenose duodenal, constipagdo grave); e
cutaneo (espessada principalmente nas maos e superficies extensoras). A tipica gestalt
facial inclui fissuras palpebrais curtas, hipoplasia da face média, filtro curto,
prognatismo, boca estreita e orelhas pequenas. Prognatismo e pequenas fissuras
palpebrais pareciam mais 6bvias em pacientes mais velhos. Labio superior fino e ptose
foram observadas com menos frequéncia, assim como as fissuras de ldbio e/ou palato

(Lin et al., 2016).

Na sindrome de Myhre, a amplitude de movimento das articulagdes ¢
consistentemente limitada, tanto em juntas pequenas quanto grandes (Lin et al., 2016;
Le Goff et al., 2011). O andar na ponta dos pés foi observado em alguns
casos (Cappuccio et al.,, 2017), enquanto a pseudo-hipertrofia muscular ¢ a pele
espessada sdo caracteristicas frequentemente relatadas (Lin et al., 2016; Le Goff &
Cormier-Daire, 2012). Esses sintomas explicam por que a sindrome de Myhre foi
inicialmente considerada um diagndstico diferencial de mucopolissacaridose (Le Goff
& Cormier-Daire, 2012; Starr et al.,, 2014). A descoberta de variantes no
gene SMAD4 como causa subjacente (Le Goff et al., 2011) ajudou a distinguir essa

condi¢ao de outras doengas metabolicas.

O gene SMAD4 codifica uma proteina membro da familia Smad de proteinas de
transducdo de sinal. As proteinas Smad sdo fosforiladas e ativadas por quinases do
receptor de serina-treonina transmembranica em resposta a sinalizacdo do fator de
crescimento transformador (TGF)-beta. O produto desse gene forma complexos
homoméricos e complexos heteroméricos com outras proteinas Smad ativadas, que
entdo se acumulam no nucleo e regulam a transcricdo dos genes alvo. A proteina
codificada pelo gene SMAD4 ¢ um componente crucial das vias de sinalizagdo de
proteinas relacionadas a formagdo Ossea. As proteinas Smad também estido sujeitas a
regulacdo complexa por modificagdes pos-traducionais (Miyazawa e Miyazono K et al.,

2017; Zhang, 2009).

A proteina SMAD4 pertence a familia de oito membros das proteinas SMAD,
dividida em trés classes funcionais: os SMADs regulados por receptores (R-SMADs:

SMADI, 2, 3, 5 e 8), o co-mediador SMAD (SMAD4) e os SMADs inibitorios (SMAD6
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e SMAD7). SMAD?2 e SMAD3 respondem ao TGFp e a activina, enquanto SMADI, 5 ¢ 8§
funcionam na via de sinalizagdo de BMP (Derynck & Zhang, 2003; Massagué, 2008).

A primeira vista, a via de sinalizagio do TGFp parece ser um processo simples:
ligantes ligam-se a receptores especificos que ativam por fosforilagdo os Smads
intracelulares, retransmitindo o sinal para o nucleo para controlar a transcrigdo
génica (Massagué, 2012). Pesquisas recentes revelaram etapas complexas adicionais na
via TGFB/SMAD, como a regulagdo negativa pelos SMADs inibitérios (I-SMADs:
SMADG6-7), que se ligam a receptores ativados e bloqueiam a fosforilagdo dos R-

SMADs (Derynck & Zhang, 2003; Schmierer & Hill, 2007).

Variantes no SMAD4 foram identificadas em cancer pancreético, polipose juvenil
(JPS), sindrome de JPS/HHT (MIM 175050) e sindrome de Myhre (Howe et al., 1998;
Gallione et al., 2004; Le Goff et al., 2011). Nao ha correlagdes genotipo-fendtipo claras
em pacientes com essas patologias (Calonge et al., 2010), mas o mecanismo subjacente
ao cancer, JPS e HHT est4 associado a perda de fun¢do do SMAD4 (Xu et al., 2000).
Estudos sugerem que a degradagdo do SMAD4 ¢ um passo critico na inativagao da via

TGFP em células cancerigenas (Schmierer & Hill, 2007; Xu et al., 2000).

4.5.4 Conclusao

A variante SMAD4:c.1498A>G (p.1le500Val) foi classificada como patogénica de
acordo com os critérios PM1, PP2, PM2, PM5 e PP3 das Diretrizes ACMG, sendo
considerada responsavel pelo quadro clinico do paciente. A sobreposi¢dao fenotipica
com a sindrome de Myhre — incluindo deficiéncia auditiva mista, dismorfias faciais
(hipotelorismo, fendas palpebrais obliquas, raiz nasal alargada, orelhas pequenas),
restricdo articular, criptorquidia e alteragdes musculoesqueléticas — corrobora a
associacdo desta variante a condi¢do. Além disso, a variante foi reportada em nove

casos no ClinVar relacionados a sindrome de Myhre, reforgando seu papel etiologico.

A substituicdo de isoleucina por valina no dominio MH2 da proteina SMAD4
compromete sua fungdo na via de sinalizagdo do TGF-B, essencial para o
desenvolvimento tecidual e homeostase. Alteracdes neste dominio estdo associadas a
estabilidade proteica andmala e disfun¢do na regulacdo transcricional, o que explica
manifestagdes como fibrose progressiva, complicacdes cardiovasculares e

musculoesqueléticas observadas na sindrome.
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Considerando que variantes no SMAD4 também estdo vinculadas a outras condicdes,
como polipose juvenil e neoplasias, recomenda-se acompanhamento multidisciplinar
para monitorar complicagdes potenciais. A investigacdo genética da mae ndo identificou
a presenca da variante. A partir destes resutados podera haver o aconselhamento
genético adequado, incluindo orientagdes sobre risco de recorréncia e triagem de
familiares. Medidas de manejo devem incluir avaliacdes periddicas auditivas, renais,
articulares e enddcrinas, além de intervengdes precoces para mitigar a progressdo das

comorbidades associadas.

4.6 CASO 06 ¢ 07 - VARIANTES PATOGENICAS NO GENE SHH

4.6.1 Descricao clinica do caso 06

Paciente do sexo masculino, nascido de pais ndo consanguineos, cujo exame fisico
revela um feno6tipo complexo. Apresenta microcefalia com perfil facial achatado, testa
curta e hipotelorismo ocular com o&rbitas rasas. Os achados mais significativos
concentram-se na linha média facial, incluindo hipoplasia nasal com narina tnica,
hipoplasia da pré-maxila, 1dbio superior fino e uma incisura na gengiva superior. A
avaliagdo da cavidade oral evidencia a auséncia dos incisivos centrais superiores,
compativel com um incisivo central maxilar inico ¢ mediano, além de incisivos laterais
hipoplasicos. Os membros sdo proporcionados, com maos estreitas e dedos longos. Ao
exame abdominal, nota-se um nevo hipercromico de 2cm em regido periumbilical
esquerda, sem visceromegalias. Notavelmente, apesar de o fendtipo facial ser
fortemente sugestivo do espectro da HPE, os exames de neuroimagem ndo revelam

malformacgoes cerebrais associadas

4.6.2 Resultado da analise de WES do caso 06

Na andlise do sequenciamento do exoma deste paciente foi identificada a delecao
patogénica SHH:c.80delG:p.Gly27fs em heterozigose. A variante no gene SHH ¢
caracterizada pela dele¢do de uma tUnica base em regido codificante do exon 1,
localizado no cromossomo 7 (chr7-155604736), com consequente mudanga no quadro
de leitura impedindo a correta transcricdo génica. Na Figura 9 pode-se observar em

detalhes a variante aqui encontrada.
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Esta variante foi classificada como provavelmente patogénica preenchendo os
critérios PVS1 e PM2 do ACMG Guidelines. O gene SSH foi reportado em 2050 artigos
relacionados a patologias humanas . Além disto, a variante SHH:c.80delG:p.Gly27fs
nao foi observada em nenhum dos bancos de dados populacional, sugerindo que ¢ uma

variante muito rara na populagao.
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Figura 9. Variante no gene SHH. O retingulo em branco representa o local da delegao
SHH:c.80delG:p.Gly27fs.

4.6.3 Descricao clinica caso 07

A paciente do sexo feminino, filha de pais ndo consanguineos, ¢ avaliada por uma
constelagdo de dismorfismos multiplos que englobam alteragdes craniofaciais e de
extremidades. O exame craniofacial revela face arredondada, fendas palpebrais obliquas
para cima, narinas antevertidas, filtro nasal longo, boca pequena e micrognatia.
Adicionalmente, o fendtipo cervical ¢ marcado pela implantagao baixa da linha capilar
posterior e pterigio cervical bilateral. No exame dos membros, as extremidades sdo
proporcionais, mas exibem maos e pés pequenos, prega palmar unica a esquerda, unhas

hipoplésicas e sindactilia cutanea bilateral entre o 2° e 3° pododactilos.

4.6.4 Resultado da analise de WES do caso 07

Na analise do sequenciamento do exoma desta paciente foi identificada uma
variante provavelmente patogénica SHH:c.824C>A:p.Ala275Glu em heterozigose. A
variante no gene SHH ¢ caracterizada pela substitui¢do de uma Unica base em regido
codificante do exon 3, localizado no cromossomo 7 (chr7-155596159), com

consequente substituigdo do aminoacido alanina por glutamina. Esta variante foi
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classificada como provavelmente patogénica preenchendo os critérios PM1, PP2, PM2,
PP3 e PP5 do ACMG Guidelines. Na Figura 10 pode-se observar em detalhes a

variante aqui encontrada.

O gene SHH foi reportado em 2050 artigos relacionados a patologias humanas.
Além disto, a variante SHH:c.824C>A:p.Ala275Glu ndo foi observada em nenhum dos

bancos de dados populacional, sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populagao.

Figura 10. Variante no gene SHH. O retangulo em vermelho representa o local da substitui¢@o
SHH:c.824C>A:p.Ala275Glu.

4.6.5 Discussao dos casos 6 e 7

Um disturbio de desenvolvimento congénito comum que resulta da desregulacio da
sinalizacdo de SHH ¢ a Holoprosencefalia tipo 3 (HPE3) (MIM142945), caracterizada
pela separagdo incompleta dos hemisférios cerebrais esquerdo e direito e varios defeitos
faciais na linha média (Dubourg et al., 2007). A HPE ¢ prevalente no inicio da gravidez,
afetando aproximadamente 1 em 250 individuos (Roessler & Muenke, 2003), com uma
diminui¢do subsequente na prevaléncia a medida que o desenvolvimento embrionario
progride. A expressividade dos fendtipos associados a HPE varia, desde a terminagdo
espontanea do feto nos casos mais graves, até varias anormalidades craniofaciais, como
ciclopia e fendas médio-faciais, ou hipotelorismo em casos relativamente menos graves

(Dubourg et al., 2007).

Os 3 tipos classicos de HPE, em ordem decrescente de gravidade, sdo alobar,
semilobar e lobar. Existem também outras variagdes mais ou menos graves, como a
variante inter-hemisférica média (MIHV) (Solomon et al., 2010; Mercier et al., 2011).
Aproximadamente dois ter¢cos dos individuos com HPE tém HPE alobar, a forma mais

grave (Mercier et al., 2011). Em aproximadamente 80% dos embrides ou fetos afetados,
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anomalias craniofaciais estdo presentes. As mais graves das anomalias craniofaciais
associadas sdo ciclopia, sinoftalmia e tromba. Outras anormalidades menos graves
incluem microcefalia, hipotelorismo, ponte nasal deprimida, incisivo central superior e

fenda labial e palatina na linha média (Mercier et al., 2011).

A HPE representa a malforma¢do congénita mais frequente do prosencéfalo em
humanos, com uma complexa etiologia genética. Estudos de mapeamento
cromossOomico identificaram pelo menos 12 loci genéticos associados a HPE através da
caracterizacdo de regides cromossdmicas minimais deletadas em familias afetadas
(Belloni et al., 1996; Wallis & Muenke, 1999; Brown et al., 1998). Entre esses, o gene
Sonic hedgehog (SHH), localizado no locus HPE3 (Belloni et al., 1996), destaca-se
como o mais extensivamente caracterizado. Andalises moleculares revelam que variantes
heterozigodticas de perda de funcdo em SHH sdo responsaveis por aproximadamente
17% dos casos familiares e 3,7% dos casos esporadicos de HPE (Nanni et al., 1999;
Roessler et al., 2009; Dubourg et al., 2018), sustentando a hipdtese de um mecanismo
de haploinsuficiéncia (Rahimov et al., 2006; Ribeiro et al., 2010). Além de SHH, outros
genes codificantes de fatores de transcri¢do - incluindo TGIF1, SIX3 ¢ ZIC2 - foram
identificados como causadores de HPE em loci distintos (Gripp et al., 2000; Wallis &
Muenke, 1999; Brown et al., 2001). Pesquisas recentes expandiram esse panorama,
demonstrando que variantes em novos genes como CDON, DISP1 ¢ FGFS8 contribuem
para a patogénese da HPE, revelando a natureza geneticamente heterogénea desta

condicdo (Mercier et al., 2011; Bae et al., 2011; Dubourg et al., 2016).

A regulacdo da expressdo de SHH no prosencéfalo pelo fator de transcrigao SIX3
representa um mecanismo fundamental no desenvolvimento embrionario, conforme
demonstrado por estudos funcionais em modelos animais (Geng et al., 2008). Essa
relacdo regulatdria adquire especial relevancia quando se observa o efeito sinérgico de
variantes combinadas em SHH e SIX3, que resultam em fendtipos de HPE mais graves
do que aqueles causados por variantes isoladas em cada um desses genes (Jeong et al.,
2008). Essas descobertas evidenciam a hierarquia molecular na qual SIX3, posicionado
a montante na cascata de desenvolvimento, controla precisamente a expressao espacial e
temporal de SHH no prosencéfalo em formacdo. O sinergismo observado entre as
variantes sugere que esses genes atuam em vias complementares, porém convergentes,
durante a morfogénese do prosencéfalo, reforcando o papel central da sinalizagdo por

SHH como eixo morfogenético principal. Essa interagdo regulatdria ajuda a explicar a
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variabilidade fenotipica observada nos casos clinicos de HPE, onde alteragdes em genes
reguladores como SIZX3 podem amplificar significativamente os efeitos de variantes em
genes efetores como SHH. O modelo atual propde que SIX3 estabelece um dominio de
competéncia no prosencéfalo, criando as condigdes necessarias para que a sinalizagao
por SHH promova adequadamente o crescimento e¢ a padronizacdo das estruturas
embriondrias. A interrup¢do em qualquer ponto dessa cascata regulatéria - seja na fase
inicial de estabelecimento do dominio por SIX3 ou na fase efetora mediada por SHH -
pode comprometer seriamente a indugdo e manutengcdo da linha média ventral,

resultando no espectro de anomalias caracteristicas da HPE (Geng et al., 2008; Jeong et

al., 2008).

O gene SHH codifica a proteina Sonic Hedgehog (SHH), um sinal morfogenético
fundamental para a embriogénese em vertebrados. Esta proteina atua como molécula
sinalizadora chave no desenvolvimento do SNC, mediando processos criticos como
padronizacdo embrionaria, especificagdo de destinos celulares, orientagdo axonal,
proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciacdo neuronal (Briscoe & Thérond, 2013). O
mecanismo de sinalizagdo SHH envolve a ativacdo de fatores de transcri¢do da familia
Gli como efetores a jusante, que regulam a expressdo de genes alvo. Durante o
desenvolvimento neural, SHH funciona como gradiente morfogenético essencial para a
organiza¢do dorsoventral do neuroeixo, incluindo a correta formagdo do telencéfalo
(Briscoe & Thérond, 2013; Chiang et al., 1996). Sua agdo coordenada regula nao apenas
a neurogénese, mas também a manutencao de populagdes de células precursoras neurais.
Perturbagdes neste sistema de sinalizacdo estdo associadas a diversas malformacgdes
congénitas do SNC, evidenciando seu papel central na morfogénese cerebral (Roessler
& Muenke, 2010). Estudos recentes demonstraram que a sinalizagdo SHH-Gli participa
ativamente na organizacdo de multiplas estruturas encefalicas, desde fases precoces do
desenvolvimento embrionario até etapas mais tardias de diferencia¢ao neuronal (Petrov
et al.,, 2014). A compreensao detalhada desta via tem permitido elucidar mecanismos
patogénicos de diversas anomalias do desenvolvimento neural e desenvolver

abordagens terapéuticas direcionadas (Briscoe & Novitch, 2008).

A sinalizagdo mediada pela proteina SHH constitui um sistema complexo e
multifacetado, compreendendo vias canonicas € nao-candnicas que permanecem apenas
parcialmente elucidadas. Como membro da familia Hedgehog conservada

evolutivamente - que inclui ainda Indian Hedgehog (Ihh) e Desert Hedgehog (Dhh) em
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mamiferos - a proteina SHH atua como potente morfogeno secretado, capaz de
influenciar células-alvo tanto local quanto distalmente através de gradientes de
concentragdo (Briscoe & Thérond, 2013). Além de seu papel fundamental na
organizagdo dorsoventral do tubo neural e na neurogénese, esta via sinalizadora
participa ativamente do desenvolvimento de multiplos sistemas organicos, incluindo a
morfogénese de olhos, membros, estruturas ectodérmicas (pele, cabelos e dentes),
coclea e pulmdes, onde regula processos essenciais de padronizagdo espacial e
determinagdo de polaridade tecidual (Briscoe & Thérond, 2013; Rubin & de Sauvage,
2006).

Estudos em modelos animais demonstraram com particular clareza a contribui¢do
indispensavel da sinalizagdo SHH para a organiza¢ao ventral da medula espinhal, onde
dirige a indugdo da placa basal e a diferenciacdo de neuronios motores, além de atuar

em estagios ainda mais precoces do desenvolvimento embrionario (Jeong et al., 2008).

A 1importancia critica desta via reflete-se no amplo espectro de desordens
neuroldgicas associadas a sua desregulagdo, abrangendo desde transtornos do
neurodesenvolvimento (como autismo e epilepsia) até doencas neurodegenerativas
(Parkinson, Huntington, deméncias), disturbios psiquidtricos (depressdo), acidentes
vasculares cerebrais, patologias desmielinizantes e diversos tumores do sistema nervoso
central (Rubin & de Sauvage, 2006). Esta associagdo com multiplas condi¢des
patolégicas, somada ao entendimento crescente de seus mecanismos moleculares,
posiciona a via SHH como alvo terapéutico privilegiado, impulsionando pesquisas com
moduladores farmacoldgicos como antagonistas de Smoothened (SMO) e inibidores de
fatores Gli (Briscoe & Thérond, 2013; Rubin & de Sauvage, 2006). O desenvolvimento
de estratégias para manipulagdo precisa desta via sinalizadora representa atualmente
uma fronteira promissora tanto para a medicina regenerativa quanto para o tratamento

de diversas condi¢des neurologicas e malformacdes do desenvolvimento.

A sinalizacdo SHH exibe fungdes distintas conforme sua concentragdo, distribui¢ao
espacial e dinamica temporal (Briscoe & Thérond, 2013), caracteristicas que foram
particularmente evidenciadas em estudos com embrides de camundongos SHH
knockout (KO). Esses modelos demonstraram que a deficiéncia de SHH leva a defeitos
embriondrios precoces na formagdo de estruturas da linha média, como notocorda e

placa de assoalho, seguidos por anomalias mais tardias que incluem auséncia de
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elementos distais dos membros, ciclopia, perda de populagdes celulares ventrais no tubo
neural, além de graves malformacdes esqueléticas como agenesia vertebral e costal
(Jeong et al., 2008). Em humanos, variantes no gene SHH manifestam-se clinicamente
através de graves comprometimentos morfogenéticos, particularmente afetando o
desenvolvimento do prosencéfalo e da face, como observado nos casos de HPE
(Heussler et al., 2002). Alteracdes na expressdao de SHH foram ainda documentadas na
placa de assoalho de embrides com defeitos de fechamento do tubo neural, como

craniorraquisquise (SRC) e espinha bifida (SB) (Copp et al., 2015).

O espectro de acdo da sinalizagdo SHH estende-se além do sistema nervoso, com
evidéncias recentes vinculando sua desregulacao a diversas condigdes patoldgicas.
Estudos associaram SHH a anomalias do desenvolvimento como polidactilia,
cardiopatias congénitas, meduloblastoma desmoplédsico ¢ a sindrome de Gorlin em
pacientes com trissomia do 21 (Taylor et al., 2002; Rubin & de Sauvage, 2006). Essas
descobertas ressaltam o papel pleiotropico da via SHH na organogénese e sua relevancia
clinica em multiplas especialidades médicas, desde a embriologia at¢ a oncologia. A
compreensdo desses diversos contextos patoldgicos associados a SHH continua a
evoluir, com pesquisas recentes explorando suas implica¢des tanto em malformacgdes

congénitas quanto em processos neoplasicos (Rubin & de Sauvage, 2006).

4.6.6 Conclusao

Neste estudo, foram identificadas variantes possivelmente patogénicas no gene SHH
em dois pacientes (Caso 06 e Caso 07) que ilustram de forma exemplar a notavel
variabilidade fenotipica associada a este gene. O Caso 06 manifesta um fenotipo de
microforma da HPE, com achados craniofaciais classicos, mas sem o correspondente
acometimento cerebral. Em contrapartida, o Caso 07 apresenta um quadro clinico
distinto, com multiplos dismorfismos ndo tradicionalmente associados ao espectro da
HPE. A anélise conjunta destes dois casos permite explorar os extremos do espectro

clinico das "SHH-patias", reforcando a complexidade da correlacdo genotipo-fendtipo.

O paciente do Caso 06 ¢ um exemplo da expressividade varidvel dentro do espectro
da HPE. Seu fenétipo, marcado por microcefalia, hipotelorismo, narina tnica e um
incisivo central maxilar tinico e mediano, alinha-se perfeitamente com as formas mais

leves ou microformas da HPE (Mercier et al., 2011). A variante identificada, uma
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dele¢do frameshift (SHH:c.80delG:p.Gly27fs), ¢ uma variante de perda de funcdo
inequivoca, consistente com o mecanismo de haploinsuficiéncia ja bem estabelecido
para a HPE3 (Ribeiro et al., 2010). O achado mais notavel neste paciente ¢ a dissociacdo
clinico-radiolégica: um fendtipo facial severo na auséncia de malformagdes cerebrais
estruturais. Esta apresentacdo ressalta que as vias de sinalizagdo de SHH podem ter
limiares de dosagem distintos para o desenvolvimento facial e cerebral, um fendmeno ja
documentado que evidencia a complexa regulagdo tecido-especifica durante a
embriogénese (Heussler et al., 2002). Um dos quadros clinicos associados a variantes no
gene SHH ¢ a sindrome do incisivo central solitario (SMMCI; MIM147250), cujas
caracteristicas se sobrepdem as da HPE3 (Nanni et al., 2001), como observado neste

caso.

De forma contrastante, a paciente do Caso 07 expande o espectro fenotipico
conhecido para variantes em SHH. Seu quadro clinico, com face arredondada, fendas
palpebrais obliquas para cima, pterigio cervical e sindactilia, ndo ¢ caracteristico da
HPE. Tais achados sdo mais frequentemente observados em outras condigdes, como a
sindrome de Noonan ou a sindrome de Turner. A variante identificada, uma variante
missense (SHH:c.824C>A:p.Ala275Glu), resulta na troca de um tnico aminoacido e seu
efeito funcional é menos previsivel que uma delegdo. E plausivel que esta variante
especifica altere a fun¢do da proteina de uma maneira atipica, talvez afetando interagdes
proteicas especificas ou a sua estabilidade, ¢ assim desregulando a via SHH em tecidos
fora do prosencéfalo. A via de sinalizagdo SHH ¢ fundamental no desenvolvimento de
multiplos sistemas, incluindo a morfogénese de membros e estruturas ectodérmicas
(pele, cabelos), o que oferece uma base bioldgica para a ocorréncia de sindactilia e
anomalias de implantagdo capilar (Briscoe & Thérond, 2013). Portanto, este caso sugere
que, dependendo da natureza da variante, o fenotipo resultante pode divergir do eixo
classico da HPE, revelando o papel pleiotropico do gene SHH no desenvolvimento

humano.

4.7 CASO 08 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE LMNA

4.7.1 Descricao Clinica

Paciente do sexo feminino, sem relato de consanguinidade parental. O exame revela

uma face progeroide, testa média, e sobrancelhas arqueadas e ralas. O nariz ¢
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caracteristicamente adunco, fino e alto, com hipoplasia das asas nasais e a ponte voltada
para baixo. A regido oral ¢ marcada por filtro longo, boca e queixo pequenos e
assimetria da mandibula. As dismorfias incluem orelhas em abano, térax e ombros
estreitos, e protusdo do abdome. H4 importantes anomalias esqueléticas periféricas:
restri¢ao da extensao dos cotovelos, camptodactilia (curvatura) dos 3°, 4° e 5° dedos,
hipoplasia de falanges distais e unhas largas. Os pés sdo afilados e também apresentam
camptodactilia dos 2° pododactilos. O exame capilar e de pelos mostra cabelos longos,

lisos e com baixa densidade, contrastando com o hirsutismo nas pernas.

4.7.2 Resultado da analise de WES

A partir da analise desta paciente foi encontrada uma variante provavelmente
patogénica no gene LMNA, LMNA:c.898G>C:p.Asp300His. Esta variante ¢
caracterizada pela substituicdo de base Unica, com consequéncia na substituicdo do
aminoacido aspartato por histidina, em regido codificante do exon 5 do gene LMNA, no
cromossomo 1, (chr1-156105065). Esta variante foi classificada como provavelmente
patogénica preenchendo os critérios PM1, PP2, PM5 e PP3 do ACMG Guidelines. Na

Figura 11 pode-se observar em detalhes a variante aqui encontrada.

A variante LMNA:c.898G>C:p.Asp300His foi reportada no ClinVar em 9 diferentes
casos como causa da patologia em casos em que o fenotipo estd relacionado a sindrome
de progéria (MIM 150330). Esta variante nao foi observada em nenhum dos bancos de
dados populacional, sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populagdo. Ha 1852
publicacdes sobre este gene na literatura relaconando-o a fenotipos progerdides e 3

descri¢des desta mesma variante.
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Figura 11. Variante no gene LMNA. O retangulo em azul representa o local da substitui¢ao
LMNA:c.898G>C:p.Asp300His

4.7.3 Discussao

Nem todas as variantes no gene LMNA causam progéria. As assim chamadas
laminopatias compreendem mais de 450 variantes diferentes em LMNA, conhecidas por
dar origem a multiplas doencas com uma variedade de sobreposigdes fenotipicas. As
laminopatias incluem diferentes formas de cardiomiopatia, distrofia muscular,
lipodistrofia, neuropatia e sindromes de progéria (LMNA, OMIM #150330).
Curiosamente, as progérias, tanto tipicas como formas atipicas, abrangem fendtipos
como lipodistrofia, distrofia muscular esquelética e cardiomiopatia que se sobrepdem a

essas e outras laminopatias.

Entre as sindromes progeroides raras causadas por variantes em LMNA temos a
sindrome de progeria Hutchinson-Gilford (HGPS) (MIM 176670), um distirbio
autossomico dominante esporadico e a displasia mandibuloacral (MADA) (MIM
248370), um disturbio autossdmico recessivo (Bertrand et al., 2011; Jacob e Garg, 2006;
Worman e Bonne, 2007)

As caracteristicas faciais da HGPS incluem cabeca desproporcionalmente grande
para o rosto, crista nasal estreita, ponta nasal estreita, vermelhdo fino dos Iabios
superiores e inferiores, boca pequena, retro € micrognatia (Gordon et al., 2003; Eriksson
et al., 2003). As caracteristicas comuns incluem perda de gordura subcutanea, erup¢ao
tardia e perda de dentes deciduos, pele anormal com pequenas bolsas sobre o abdomen e
parte superior das coxas, alopecia, distrofia ungueal, coxa valga e contraturas articulares

progressivas (Merideth et al., 2008; De Sandre-Giovannoli et al., 2003). Achados
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posteriores incluem perda auditiva condutiva de baixa frequéncia, apinhamento dentario
e falta parcial de erup¢ao dentéria secundaria (Navarro et al., 2004; Hennekam, 2006).
O desenvolvimento motor e mental ¢ normal (Gordon et al., 2003). A morte ocorre
como resultado de complica¢des de aterosclerose grave, doencga cardiaca ou doenca

cerebrovascular (Olive et al., 2010; Capell et al., 2007).

Quanto a MADA, os principais sinais fenotipicos incluem hipoplasia mandibular,
apinhamento dentario, reabsor¢do clavicular, ostedlise acral, anomalias cutianeas e
lipodistrofia parcial.(Novelli et al., 2002). O envelhecimento levemente acelerado torna-
se visivel na segunda década em pacientes com esta sindrome (Avnet et al., 2011).
Hipoplasia mandibular, apinhamento dentério, erupcao dentaria prematura, reabsor¢ao
clavicular, osteodlise acral, anormalidades da pele incluindo cabelo ausente ou escasso,
lipodistrofia generalizada e baixa estatura sao também sinais clinicos do tipo B da MAD,
a MADB (MIM 608612) causada por variantes em ZMPSTE24. MADB esté associada a

sintomas mais pronunciados e envelhecimento acelerado (Agarwal et al., 2003).

Entre as sindromes progerdides, aquelas associadas a variantes no
gene LMNA destacam-se por sua relevancia cientifica, uma vez que suas manifestagcoes
clinicas reproduzem caracteristicas do envelhecimento humano (Evangelisti et al., 2016).
Essas laminopatias progerdides exibem um espectro de envelhecimento acelerado que
varia desde padroes moderados, como observado na MADA, até formas graves e
precoces, como HGPS (Evangelisti et al., 2016; Hamczyk et al., 2018). Um aspecto
notavel dessas condigdes ¢ o padrdo seletivo de envolvimento tecidual: enquanto 0ssos,
pele e tecido adiposo sofrem profundo comprometimento, o cérebro permanece
preservado, devido a regulagdo negativa das transcrigdes mutantes de LMNA neste
orgao (Evangelisti et al., 2016; Hamczyk et al., 2018).

Além HGPS e da MADA, um nimero significativo de pacientes apresenta sindrome
progerdide atipica (APS) (MIM 608612) causada por variantes heterozigoticas no gene
LMNA (Chen et al., 2019; Wang et al., 2021). Estes casos tém sido descritos na
literatura como formas atipicas de HGPS, MADA ou mesmo sindrome de Werner
atipica (MIM 277700) (Gupta et al., 2020). Embora o fendtipo completo da APS ainda
ndo esteja totalmente caracterizado, relatos clinicos documentam um conjunto variavel
de caracteristicas progerdides que incluem baixa estatura, nariz adunco, envelhecimento
cutdneo prematuro, alopecia parcial, voz aguda, atrofia acral da pele, diabetes mellitus,

lipodistrofia generalizada, alteragdes de pigmentagdo cutinea e hipoplasia mandibular
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(Gupta et al., 2020). Particularmente relevante ¢ a variante LMNA:p.Asp300Asn,
identificada em nossa paciente, que foi previamente descrita em trés casos de APS e
associada a complicagdes sistémicas graves como glomeruloesclerose segmentar e focal,
eventos de hemorragia cerebral e diabetes mellitus (Chen et al., 2019; Wang et al., 2021,
Gupta et al., 2020). Esta variante especifica parece estar correlacionada com um
espectro particularmente grave de manifestagdes clinicas, sugerindo uma possivel

relacdo genotipo-fendtipo especifica que merece investigagdo mais aprofundada.

A variante LMNA:p.Asp300Asn, presente na paciente do caso 08, demonstra um
padrao consistente de manifestagdes clinicas de disostose mandibulo acral descritas
anteriormente em relatos anteriores na literatura. Wang et al. (2021) descreveram um
homem chinés de 24 anos portador desta variante que apresentava multiplas lesoes
vasculares, caracteristicas progerdides tipicas, hipertensdo arterial, calcificagdes
intracranianas disseminadas, doenca arterial periférica e dislipidemia grave. Um
fenotipo similar foi observado por Gupta et al. (2020) em uma paciente de 23 anos de
Mianmar, que exibia além das caracteristicas progeroides classicas (baixa estatura,
alopecia acentuada e nariz adunco), complicagdes cardiovasculares importantes
incluindo estenose carotidea bilateral e hipertrofia ventricular esquerda, acompanhadas
de disturbios endocrinos (amenorreia secundaria) e metabolicos (lipodistrofia

generalizada).

Notavelmente, Bernard et al. (2018) identificaram uma variante missense no mesmo
codon (c.898G>A, p.Asp300Asn) em um homem francés de 31 anos com manifestacdes
progerdides, osteoporose precoce, ateromatose generalizada, lipoatrofia e doenga
cerebrovascular isquémica. A analise comparativa destes casos revela que as
manifestagdes cardiovasculares e dislipidémicas constituem achados comuns a todos os
pacientes, incluindo o nosso caso. Contudo, a proteinuria significativa e a
glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) observadas em nossa paciente nao foram
documentadas nos relatos anteriores, levantando questdes sobre se esta manifestagao
renal representa uma caracteristica genuina da sindrome progeréide atipica associada a

esta variante especifica ou se reflete uma comorbidade independente.

As sindromes progeroides sdo doengas genéticas raras caracterizadas por sinais
clinicos que simulam o envelhecimento acelerado. Essas condi¢des compartilham

manifestagdes comuns como perda de cabelo, baixa estatura, endurecimento da pele,
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problemas cardiovasculares e osteoporose, embora os mecanismos fisiopatologicos
variem conforme o gene envolvido (De Sandre-Giovannoli et al., 2003). Do ponto de
vista molecular, essas sindromes podem ser divididas em dois grupos principais:
aquelas relacionadas a alteragdes nos componentes do envelope nuclear e as associadas
a variantes em genes responsaveis pelo reparo do DNA (Navarro et al., 2004; Eriksson

et al., 2003).

O principal componente do envelope nuclear implicado nas sindromes progeroides €
a lamina nuclear, uma matriz proteica situada entre a cromatina ¢ a membrana nuclear
interna (Goldman et al., 2004; Gruenbaum et al., 2005). Esta estrutura, composta
principalmente por laminas, desempenha funcdes essenciais na manutengdo da
arquitetura nuclear, organizacdo da cromatina e regulacdo do metabolismo nuclear
através de interagdes com diversas moléculas reguladoras (Dechat et al., 2008). As
laminas A e C, codificadas pelo gene LMNA, sdo expressas ubiquitariamente em células
somaticas ¢ desempenham papéis fundamentais nestes processos (Burke & Stewart,

2006; Shumaker et al., 2006; Andrés & Gonzalez, 2009).

As laminas mutantes podem comprometer significativamente a integridade funcional
do nucleo celular através de diversos mecanismos. Primeiramente, interferem nas
interagdes entre a lamina nuclear e a cromatina, bem como com proteinas parceiras
especificas (Bruston et al., 2010; Pegoraro et al., 2009). A lamina nuclear, sendo uma
rede elastica adjacente & membrana nuclear interna (Turgay et al., 2017), esta ancorada
a esta através de proteinas integrais de membrana. Esta organizacao permite ao nucleo
ndo apenas resistir a tensdes mecanicas significativas (Shah et al., 2017), mas também
regular o transporte nucleocitoplasmatico (Capanni et al., 2005; Cenni et al., 2014;
Columbaro et al., 2013) e participar no posicionamento cromossdmico (Bridger et al.,
2014; Lund et al., 2013, 2014; Robson et al., 2017). Além disso, a lamina A mutante

pode perturbar a segregacao cromossomica (Cao et al., 2007).

Sob condigdes fisiologicas, a cromatina mantém interacdes especificas com a
periferia nuclear, sendo esta organizacdo finamente regulada pela lamina A/C em
conjunto com outros componentes do envelope nuclear (Solovei et al., 2013). A lamina
A/C também media o recrutamento e posicionamento de diversas proteinas estruturais e
enzimaticas ao longo da cromatina em resposta a estimulos celulares especificos

(Camozzi et al., 2014).
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Os produtos do gene LMNA exercem importante regulagdo na transcri¢ao gé€nica
através de multiplos mecanismos (Meaburn et al., 2007). Primeiramente, a 1amina A/C
interage diretamente com fatores de transcricdo como SREBP1, cFos (Gonzalez et al.,
2008), Spl (Ruiz de Eguino et al., 2012), Oct-1 (Cenni et al., 2014; Columbaro et al.,
2013) e, mais recentemente descrito, NF-Y (Cicchillitti et al., 2017), modulando sua
atividade. Em segundo lugar, as laminas influenciam modifica¢des pos-traducionais de
histonas (Lattanzi et al., 2007; Mattioli et al., 2008), afetando consequentemente a
acessibilidade da cromatina aos fatores de transcri¢ao durante o ciclo celular e processos
de diferenciagdo (Oldenburg et al., 2017). Adicionalmente, as laminas regulam a
atividade das proteinas Polycomb, importantes repressores epigenéticos (Cesarini et al.,

2015).

A lamina A/C também integra o complexo LINC (Linker of Nucleoskeleton and
Cytoskeleton), uma plataforma molecular que conecta o nicleo ao citoesqueleto através
de proteinas como SUN1, SUN2, nesprinas e emerina (Camozzi et al., 2012; Mattioli et
al., 2011; Meinke et al., 2014; Mejat & Misteli, 2010). Esta conexao fisica permite a
coordenacao entre a dinamica nuclear e citoplasmatica, mediando interagcdes com actina,
tubulina e outros componentes do citoesqueleto. A participagdo das laminas em
processos celulares tdo diversos explica por que variantes no gene LMNA podem
resultar em um amplo espectro de doengas, conhecidas coletivamente como

laminopatias (Camozzi et al., 2014).

4.7.4 Conclusao

A identificag¢do da variante LMNA:c.898G>C:p.Asp300His na paciente, classificada
como provavelmente patogénica segundo critérios ACMG (PM1, PP2, PMS5, PP3),
sugere uma associacdo com sindromes progeroides ligadas a variantes neste gene. O
fenotipo observado, incluindo caracteristicas progeroides (face envelhecida, nariz
adunco, queixo pequeno, camptodactilia e anomalias musculoesqueléticas), condiz
parcialmente com MADA e formas atipicas de progeria, embora com particularidades

como protusdo abdominal e auséncia de alopecia total.

A variante afeta a laminina A/C, proteina essencial para a integridade do envelope
nuclear, modulagdo da cromatina e interagdes citoesqueléticas. Sua substituicdo de

aspartato por histidina pode comprometer a estrutura e fung¢do da lamina nuclear,
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contribuindo para disfuncdes celulares associadas ao envelhecimento acelerado. Relatos
prévios desta variante em casos de sindrome progeroide atipica (APS), com
manifestagdes cardiovasculares e dislipidemia, refor¢am sua relevancia clinica, embora
a glomeruloesclerose segmentar e focal observada no caso atual ndo tenha clara

correlacdo com a literatura.

A classificagdo de "provavelmente patogénica" reflete a necessidade de evidéncias
funcionais adicionais para confirmar seu impacto, especialmente diante da
heterogeneidade fenotipica das laminopatias. Estudos futuros, incluindo andlises de
expressao proteica e modelos celulares, sao essenciais para elucidar os mecanismos

moleculares subjacentes e validar a penetrancia da variante.

4.8 CASO 09 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE DVL?2

4.8.1 Descricao Clinica

Paciente do sexo feminino, encaminhada para avaliagdo devido a caracteristicas
dismorficas e despropor¢do dos membros. Os pais sdo um casal ndo consanguineo que
teve outros 4 filhos saudaveis. Nenhuma cirurgia prévia ou conhecimento de anomalias
congénitas foi relatado e os marcos do desenvolvimento foram atingidos dentro da

normalidade.

A paciente tinha estatura mediana, porém apresentava encurtamento mesomélico dos
membros, além de caracteristicas dismorficas. Ela apresentava bossa frontal, hipoplasia
do terco médio da face, proptose, fendas palpebrais obliquas para cima, cilios longos,
hipertelorismo ocular, nariz bulboso, ponte nasal baixa e larga, narinas antevertidas,
boca triangular com cantos caidos, labio superior fino, lingua bifida, micrognatia e
retrognatia. Ela também apresentava hipoplasia genital e fosseta sacral, polegares largos,

displasia ungueal, clinodactilia e sindactilia..

4.8.2 Resultado da analise de WES

A partir da andlise desta paciente foi encontrada uma variante patogénica no gene
DVL2, DVL2:c.1556delT:p.Leu519fs. Esta variante ¢ caracterizada pela delecao de uma
base Uinica, com consequente mudanga no quadro de leitura, em regido codificante do

exon 14 do gene DVL2, no cromossomo 17, (chr17-7129945). Esta variante foi
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classificada como VUS preenchendo do critério PM2 do ACMG Guidelines. Na Figura

12 pode-se observar em detalhes a variante aqui encontrada.

Esta variante ndo foi observada em nenhum dos bancos de dados populacional,
sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populagdo. Variantes no gene DVL2 esta

relacionado a sindrome de Robinow autossomica dominante .

=
'

Figura 12. Variante no gene DVL2. O retangulo em branco representa o local da delegao
DVL2:c.1556delT:p.LeuS19fs.

4.8.3 Discussao

Sindrome de Robinow (RS) ¢ uma condi¢do geneticamente heterogénea, descrita
originalmente por Robinow et al. em 1969, que pode ser clinicamente subdividida em
formas autossdmica recessiva e autossdomica dominante. A forma dominante (ADRS) ¢é
caracterizada por um espectro fenotipico distinto que inclui achados esqueléticos, como
baixa estatura, encurtamento mesomélico predominante nos membros superiores e
braquidactilia, além de dismorfismos faciais marcantes, tais como hipertelorismo (olhos
bem espagados e proeminentes), protuberancia frontal, narinas antevertidas e retrusao
do tergo médio da face. O quadro clinico ¢ complementado por anormalidades genitais
— micropénis, escroto hipoplasico e criptorquidia em homens; clitéris hipoplasico e
hipoplasia de grandes ldbios em mulheres — e anomalias dentérias, incluindo ma
oclusdo, apinhamento, hipodontia e erupcdo tardia. Outros achados, como lingua
bilobada, macrocefalia pré-natal persistente, e, menos frequentemente, anomalias renais,

vertebrais (hemivértebras, escoliose), cardiacas e fissuras labiopalatinas, compdem a
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complexidade da sindrome, sendo os defeitos cardiacos uma das principais causas de

morbidade e mortalidade (Robinow et al., 1969; Patton & Afzal, 2002).

A complexidade do desenvolvimento humano subjacente a este fendtipo requer a
coordenacdo precisa de vias de sinalizacdo celular, com destaque para a via WNT. A
sinalizacdo WNT divide-se em canonica (dependente de P-catenina), que coordena o
destino e proliferacdo celular, ¢ nao candnica (independente de [-catenina),
fundamental para a orquestracdo da migra¢do celular, polaridade planar (PCP) e
morfogénese tecidual, incluindo os movimentos de extensdo convergente durante a
gastrulagdo (Yang & Mlodzik, 2015). Dados emergentes sugerem que os trés
homoélogos humanos da proteina Dishevelled — DVLI (MIM: 601365), DVL2 (MIM:
602151) e DVL3 (MIM: 601368) — s3o componentes essenciais no roteamento e
transmissdo destes sinais, atuando em grandes complexos multiproteicos. Coletivamente,
a RS parece resultar de uma desregulacdo especifica neste ramo da via WNT ndo

canonica, especificamente no eixo WNT5A-ROR2-DVL.

A base genética da sindrome reflete uma significativa heterogeneidade de locus, com
variantes patogénicas ja identificadas em sete genes: DVLI, DVL2, DVL3, FZD2 (MIM:
600667), NXN (MIM: 612895), ROR2 (MIM: 602337) ¢ WNT54 (MIM: 164975). E
digno de nota que todas as causas genéticas estabelecidas, incluindo alelos hipomorficos
heterozigotos em WNTSA e variantes bialélicas de perda de fungdo em ROR2,
convergem para a via ndo canodnica, onde o WNTS5A atua como ligante para o receptor
ROR?2, recrutando as proteinas DVL para a transducao do sinal (Person et al., 2010;
White et al., 2016). Recentemente, estudos em coortes de individuos com a forma
dominante identificaram um mecanismo mutacional especifico e intrigante: variantes do
tipo frameshift uniformemente localizadas nos penultimos ou ultimos éxons de DVLI e
DVL3 (White et al., 2015; Bunn et al., 2015). Estas variantes resultam consistentemente
num frameshift de -1, gerando um cddon de terminagdo prematura (PTC) no ultimo
éxon. Prevé-se que tais alelos mutantes escapem ao mecanismo de controle de qualidade
do mRNA, o Nonsense-Mediated Decay (NMD), resultando na tradu¢do de uma
proteina com ganho de fun¢do que possui uma cauda C-terminal mutante, rica em
prolina, altamente basica e com mais de 100 aminoacidos de comprimento (White et al.,

2015).

Apesar destes avangos na caracterizacdo de DVLI e DVL3, uma grande fracdo de

individuos com o fenétipo clinico de Robinow permanecia sem diagndstico molecular
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etiologico. A elucidacdo de novos candidatos génicos beneficiou-se imensamente de
estudos comparativos com modelos animais, especificamente caes. Ragas como
Bulldogs Ingleses, Bulldogs Franceses e Boston Terriers apresentam caracteristicas
morfoldgicas analogas a RS humana, incluindo cabega larga, face plana (braquicefalia)
e nanismo de membros curtos, além de deformidades vertebrais conhecidas como
"cauda em rosca" (screw tail). Investigacdes gendmicas, como estudos de associacdao do
GWAS e sequenciamento em largas coortes caninas (analisando mais de 1900 caes de
diversas ragas), identificaram uma variante de dele¢do frameshift no gene DVL2 canino
que ¢ idéntica as observadas em DVLI e DVL3 nos pacientes humanos (Mansour et al.,

2018; White et al., 2018).

Estes estudos confirmaram, através de exames de tomografia computadorizada, que
o alelo mutante DVL2 esta diretamente associado a malformacdes vertebrais caudais e
ao fenotipo braquicefalico, contribuindo para a morfologia do "tipo bulldog". A analise
funcional da proteina DVL2 mutante revelou uma capacidade reduzida de sofrer
fosforilagdo, sugerindo que a disfungdo na sinalizacdo WNT/PCP ¢ o mecanismo
patogénico central (White et al., 2018). Com base nestas semelhangas fenotipicas e
genéticas, consolidou-se a hipdtese de que a variante canina resulta numa "sindrome do
tipo Robinow". Este modelo comparativo ndo s6 fortaleceu o papel do DVL2 como
contribuinte para as caracteristicas morfoldgicas nestas racas, como também forneceu o
suporte etioldgico crucial para a investigacdo de DVL2 em humanos, sugerindo ainda
que a variante pode estar ligada a condi¢des adicionais, como a sindrome obstrutiva das
vias aéreas e defeitos cardiacos congénitos. Assim, a integracdo dos dados clinicos
humanos com a genética canina permitiu dissecar a correlacdo gendtipo-fendtipo,
propondo que individuos afetados sem diagndstico prévio possam albergar variantes em
genes distintos, mas funcionalmente equivalentes, dentro da via WNT ndo candnica

(White et al., 2018; White et al., 2021).

4.8.4 Conclusao

A variante de delegdo frameshift DVL2:c.1556delT:p.Leu519fs identificada no
paciente foi classificada como VUS de acordo com os critérios PM2 das Diretrizes
ACMG. No entanto, esta variante ¢ altamente sugestiva de ser a causa etiologica da

condic¢do do paciente, dada a sua correlacdo com a ADRS.
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O gene DVL2 ¢ um componente crucial da via de sinalizagdo WNT/PCP. Variantes
frameshift neste gene, ou em seus paralogos DVLI e DVL3, localizadas no penultimo ou
ultimo éxon, resultam em uma proteina truncada com uma cauda C-terminal alterada,

que se acredita conferir um ganho de fun¢ao e ser a base molecular da RS.

A auséncia da variante em bancos de dados populacionais refor¢a sua raridade e
potencial patogénico. Estudos prévios em modelos caninos e em coortes humanas
confirmaram que a disfuncdo de DVL2 pode causar caracteristicas do tipo Robinow,

como braquicefalia e anomalias vertebrais.

4.9 CASO 10 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE MIDI

4.9.1 Descricao Clinica

Paciente do sexo feminino, sem relato de consanguinidade parental, ¢ avaliada no
servigo de genética por apresentar dismorfias, cancer de mama e alta suspeita clinica
para a sindrome de Li-Fraumeni (SLF) (MIM 151623), uma sindrome hereditaria de

predisposicao ao cancer.

4.9.2 Resultado da analise de WES

A andlise do exoma do individuo identificou uma variante no gene MIDI
(c.1514 _1520del; p.Thr505AsnfsTer24), classificada como provavelmente patogénica e
presente em hemizigose, localizado no cromossomo X: chrX-10423044. Essa variante
consiste em uma delecdo de sete pares de bases na regido codificante do gene MIDI,
resultando em mudanga no quadro de leitura e formagao prematura de um cédon de
parada. Variantes no gene MID]I estdo associadas a sindrome de Opitz BBB/G (OS)
(MIM 300000), uma condi¢ao caracterizada por anomalias craniofaciais, defeitos na
linha média e, em alguns casos, comprometimento do desenvolvimento
neuropsicomotor. A presenca da variante em hemizigose reforca sua relevancia clinica,
uma vez que o padrdo de heranca ligado ao cromossomo X ¢ compativel com a etiologia

da sindrome.

A variante MIDI:c.1514 1520del:p.Thr505AsnfsTer24 foi classificada como
provavelmente patogénica com base nos critérios PVS1 (evidéncia muito forte de

impacto patogénico, devido ao frameshift e formagdo precoce de cédon de parada) e
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PM2 (auséncia em bancos de dados populacionais, como gnomAD e ExAC), conforme
as diretrizes do ACMG. A variante recebeu alta prioridade clinica, reforcada por sua
raridade populacional e alta confiabilidade técnica no sequenciamento (qualidade de
leitura e cobertura adequadas).Na Figura 13 pode-se observar em detalhes a variante

aqui encontrada.

Além disso, ndo foi registrada em bancos de dados de variantes benignas, indicando
seu potencial patogénico. A associacdo entre variantes no gene MIDI e a sindrome de
Opitz BBB/G ¢ respaldada por 172 publicagdes cientificas, incluindo estudos que
relacionam alteragdes neste gene ao fendtipo investigado (anomalias craniofaciais e
defeitos na linha média). A combinacdo dos achados genéticos, a compatibilidade com o
padrdo de herancga ligado ao X e a correlagdo fenotipica consolidam a relevancia clinica

desta variante.

o e e e e e e e s e i —— —— —— S — ——— — ——

Figura 13 . Variante no gene MID1. O retingulo em branco representa o local da delegdo
MIDI:c.1514 1520del:p.Thr505AsnfsTer24.

4.9.3 Discussao

Variantes no gene MID] estdo associadas a OS, um distarbio de heranca ligada ao
cromossomo X caracterizado por anomalias da linha média, como hipertelorismo,
fissuras labiais/palatinas, defeitos geniturinarios (hipospadia, criptorquidia) e
laringotraqueoesofagicos, além de atraso no desenvolvimento em ~30% dos casos. A
sindrome apresenta elevada variabilidade fenotipica, incluindo malformagdes cerebrais
(agenesia do corpo caloso), cardiacas e defeitos de membros (sindactilia), com mulheres
heterozigotas geralmente manifestando apenas sinais leves (ex.: hipertelorismo). Apesar

da associagdo com variantes no MIDI (identificadas em ~50% dos casos), a
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heterogeneidade clinica e a baixa frequéncia de alteragcdes neste gene sugerem a
participacdo de outros fatores genéticos ou epigenéticos, conforme evidenciado em

estudos de Falco et al. (2003) e Meroni (2004).

Os sintomas da sindrome de Opitz G/BB apresenta um amplo espectro de gravidade
e uma expressividade altamente variavel, mesmo dentro da mesma familia (Falco et al.,
2003; So et al., 2005). A sindrome de Opitz G/BB ¢ geneticamente heterogénea,
apresentando uma forma autossémica dominante e uma forma ligada ao X (Robin et al.,
1995); as duas formas ndo podem ser diferenciadas com base no fenotipo clinico, € em

ambas o fendtipo ¢ mais complexo e grave em pacientes do sexo masculino (Robin et

al., 1996).

A sindrome de Opitz G/BBB ¢ geneticamente heterogénea, apresentando uma forma
ligada ao X, causada por variantes no gene MIDI (Xp22.3), e uma forma autossomica
dominante associada a variantes no gene SPECCIL (22ql11.2) (Fontanella et al., 2008;
Kruszka et al., 2017). Embora clinicamente semelhantes, estudos demonstram que a
forma ligada ao X geralmente apresenta manifestagdes mais graves, particularmente em
pacientes do sexo masculino, devido ao padrao de heranca recessivo ligado ao X (So et
al., 2005; De Falco et al., 2003). A forma autossomica dominante, por sua vez, exibe
maior variabilidade fenotipica e penetrancia incompleta, especialmente em mulheres

(Kruszka et al., 2019).

Apesar da sobreposi¢do clinica entre as duas formas, que inclui hipertelorismo,
laringotraqueoesofagopatia e anomalias urogenitais, a forma ligada ao X estd mais
frequentemente associada a malformacdes cardiacas e comprometimento neurologico
(Ferrentino et al., 2007; Schweiger et al., 1999). Estudos recentes destacam que
aproximadamente 50-60% dos casos familiares sdo causados por variantes em MIDI,
enquanto cerca de 5-10% dos casos esporadicos resultam de variantes em SPECCIL ou

microdele¢des em 22q11.2 (Quaderi et al., 1997; Priolo & Lagana, 2004).

O gene MIDI, codifica uma proteina da familia TRIM (Tripartite Motif),
caracterizada por um moddulo N-terminal composto por trés dominios: RING (10—
59), B-box (B1: 114-164; B2: 170-212) e coiled-coil (CC: 219-319). A proteina MID1
(667 residuos) também possui dominios C-terminais especificos: COS (320-—

380), FN3 (382-472), PRY (483-528) e SPRY (538-657) (Fontanella et al., 2008).
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Variantes em MID]I estdo distribuidas em toda a proteina, mas o dominio PRY-
SPRY ¢ o mais frequentemente alterado em pacientes, incluindo variantes sem sentido,
truncadas, em sitios de emenda e indels, além de dele¢des, duplicacdes e rearranjos.
Essa regido ¢ critica para a fung¢do da proteina e estd associada ao fendtipo da XLOS,

como observado no paciente em estudo (Fontanella et al., 2008).

A proteina MID] forma um grande complexo proteico associado a microtubulos.
Pesquisas recentes elucidaram sua funcdo como ubiquitina ligase, reguladora da
sinalizacdo mTOR e ativadora translacional. Com papel central na célula, a MID]1 esta
implicada na patogénese de diversos distirbios além da OS, incluindo cincer e doengas

neurodegenerativas (Trockenbacher et al., 2001; Prickett e Brautigan, 2007).

O papel da proteina Midline 1 (MID1) na oncogénese esta centrado na sua fung¢do
como um regulador mestre que modula a atividade de vias supressoras de tumor e a
tradu¢do de oncogenes. Um dos mecanismos centrais envolve seu controle sobre a
Proteina Fosfatase 2A (PP2A), uma das principais fosfatases supressoras de tumor da
célula. A MIDI1, em seu papel como E3 ubiquitina ligase, medeia a marcagdo ¢
subsequente degradagdo proteassomal da subunidade catalitica da PP2A, um processo
que resulta na perda do controle inibitorio sobre vias de sinalizagdo pro-crescimento,
como a via mTOR/Akt (Du et al., 2019). Adicionalmente, a MID1 atua como um
componente chave de complexos reguladores da tradu¢do de RNA mensageiro; por
exemplo, foi demonstrado que ela controla a sintese do receptor de andrégeno em
células de cancer de prostata, impactando diretamente a progressdo da doenca (Tabe et
al., 2018). Através dessas agdes coordenadas — a supressao de um supressor de tumor e
a promocao da sintese de proteinas oncogénicas —, a atividade elevada da MID1 leva a
hiperativa¢do de vias de crescimento, promovendo fenotipos associados a malignidade,
como a proliferacdo celular descontrolada e a resisténcia a apoptose. Dessa forma,
MIDI atua como um oncogene funcionalmente indireto, cuja desregulacdo desarma
mecanismos de controle celular criticos, liberando as vias que impulsionam o

desenvolvimento do cancer.

O gene MIDI, responsavel pela OS, apresenta uma intima associagdo com o0
citoesqueleto de microtubulos. Estudos demonstraram que a proteina MID] se liga aos
microtibulos através de seu dominio COS, mantendo essa interagdo ao longo de todo o
ciclo celular - tanto no citoesqueleto interfasico quanto no fuso mitdtico (Schweiger et

al., 1999; Short & Cox, 2006). Essa ligagdo ¢ dinamicamente regulada por processos de
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fosforilagdo (Liu et al., 2001), sendo que variantes na regido C-terminal,
particularmente no dominio PRY-SPRY, comprometem significativamente essa
interagdo, resultando em proteinas mutantes com afinidade reduzida que frequentemente
formam agregados citoplasmaticos aberrantes (Trockenbacher et al., 2001; Cainarca et

al., 1999).

Além de seu papel na organizacdo microtubular, o MID] participa ativamente de vias
de sinalizacdo celular. Evidéncias indicam sua atuacdo no controle da apoptose através
da ativagdo da proteina quinase p38 (MAPK) (Prickett & Brautigan, 2007). Um
importante parceiro funcional do MID1, a proteina Migl2, expressa em regides criticas
do desenvolvimento embriondrio como a linha média neuroepitelial e o trato urogenital,
coopera na estabilizacdo dos microtibulos (Berti et al., 2004). No entanto, o significado
preciso desta interagdo na patogénese das anomalias caracteristicas da sindrome de

Opitz permanece por ser elucidado.

Durante o desenvolvimento embriondrio, a correta morfogénese das estruturas da
linha média ventral depende da integragdo de multiplas vias de sinalizagdo. A via SHH
emerge como crucial neste processo, atuando como regulador mestre da padronizagdo
do tubo neural e da organogénese da linha média (McMahon, 2000). Interessantemente,
estudos em modelo aviario revelaram que o gene Midl esta funcionalmente envolvido
na via SHH durante o estabelecimento da assimetria esquerda-direita (Granata &
Quaderi, 2003). Esta conexdo ¢ particularmente relevante considerando que variantes
em SHH resultam em HPE, condi¢do caracterizada por hipoplasia da linha média
ventral que representa, em certo sentido, um fendtipo antagdnico ao observado na
sindrome de Opitz (Roessler & Muenke, 2003). Esta relacdo sugere que MIDI e SHH
possam atuar em vias convergentes ou complementares durante o desenvolvimento

embrionario da linha média.

A expressdo do gene MIDI foi extensivamente caracterizada em modelos animais
(camundongos e galinhas) e em tecidos humanos, revelando um padrdo de expressao
evolutivamente conservado (Dal Zotto et al., 1998). Embora apresente expressao quase
ubiqua durante o desenvolvimento embrionario, estudos demonstraram niveis
particularmente elevados de MID1 em populacdes celulares indiferenciadas do sistema
nervoso central, nos arcos branquiais em desenvolvimento, € nos sistemas
gastrointestinal e urogenital em formacao (Dal Zotto et al., 1998; Granata & Quaderi,

2003). Esse padrao espacial e temporal de expressdo corrobora a importancia funcional
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do MID1 nos processos morfogenéticos da linha média, particularmente durante as fases
criticas de organogénese (Quaderi et al., 1997). Curiosamente, a persisténcia de sua
expressao em tecidos adultos sugere que o MID1 possa exercer fungdes adicionais além

do desenvolvimento embrionario (Schweiger et al., 1999).

4.9.4 Conclusao

A identificagdo da variante MIDI:c.1514 1520del:p.Thr505AsnfsTer24 em
hemizigose no paciente, classificada como provavelmente patogénica segundo critérios
ACMG (PVS1, PM2), refor¢a sua associagdo com a OS, condicdo ligada ao
cromossomo X caracterizada por anomalias da linha média. O fenétipo cléssico da OS,
incluindo hipertelorismo, defeitos geniturinarios (hipospadia, criptorquidia) e possiveis
atrasos no desenvolvimento, estd alinhado com o espectro clinico esperado para
variantes neste gene, embora a expressividade varidvel da sindrome possa explicar a

auséncia de algumas caracteristicas tipicas (e.g., fissuras labiopalatinas).

A proteina MIDI, pertencente a familia TRIM, desempenha papel critico na
regulacdo dos microtibulos, estabilizagdo de vias de sinalizagdo (como mTOR) e
modulagdo da apoptose. A delecdo identificada no dominio PRY-SPRY, regido
frequentemente mutada na OS, sugere comprometimento da fun¢do ubiquitina ligase da
proteina, afetando sua interagdo com componentes celulares essenciais para o
desenvolvimento embriondrio. Estudos em modelos animais destacam a importancia do
MIDI na morfogénese de estruturas da linha média, com disfunc¢des correlacionadas a

defeitos na via SHH, crucial para a organizagao tecidual.

A classificagdo como '"provavelmente patogénica" reflete a necessidade de
confirmagdo funcional, especialmente diante da heterogeneidade fenotipica da OS e da
sobreposi¢do com outras sindromes genéticas. A auséncia da variante em bancos
populacionais e sua raridade reforcam seu potencial impacto clinico, mas estudos
adicionais—como analises de expressao proteica, avaliacao da localizagdo subcelular da

variante ¢ modelos in vitro—sao essenciais para elucidar seus mecanismos patogénicos.

4.10 CASO 11 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE ACTB

4.10.1 Descricao Clinica
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A paciente do sexo feminino, filha de pais ndo consanguineos, ¢ encaminhada ao
servigo de genética por apresentar deficiéncia intelectual associada a malformagdes
craniofaciais e microcefalia. Ao exame fisico dismorfologico, exibe uma face marcada
por sinofre. As fendas palpebrais s3o retas e alongadas com epicanto bilateral. O nariz
apresenta raiz e dorso baixos e alargados, narinas antevertidas, columela curta e ponta
achatada. A regido oral destaca-se pelo filtro nasolabial longo com o filtro superior em
arco de cupido e retrognatia discreta. As orelhas estdo rotadas para trds e o palato ¢é
visivelmente alto, configurando um fenétipo que sugere um defeito em vias de

sinalizagdo essenciais durante o desenvolvimento médio-facial e cerebral.

4.10.2 Resultado da analise WES

A analise do exoma do individuo revelou uma variante patogénica em hemizigose
no gene ACTB:c.173C>T:p.Ala58Val. Esta variante ¢ caracterizada pela substituicao de
uma base na regido codificante do gene ACTB e estd localizada no éxon sete
cromossomo sete (chr7-5568982) e esta presvista para afetar a transdugdo do dominio
de actina da proteina actb. Variantes em ACTB estdo relacionadas a sindrome de
Baraitser Winter (BRWS) (MIM 243310). A variante ACTB:c.173C>T:p.Ala58Val foi
classificada como patogénica preenchendo os critérios PM1, PP2, PM2, PP3 e PP5 do
ACMG Guidelines. Na Figura 14 pode-se observar em detalhes a variante aqui

encontrada.

A prioridade da variante foi considerada alta e ndo foi observada em nenhum dos
bancos de dados populacional, sugerindo que ¢ uma variante muito rara na populagao.
Esta variante também atingiu Muito Alto Grau de Confian¢a em seu sequenciamento.
Héa 802 publicagdes sobre este gene na literatura, diversos envolvendo o fenotipo

investigado neste caso.
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Figura 14. Variante no gene ACTB. O retangulo em verde representa o local da substituigdo.
ACTB:c.173C>T:p.Ala58Val.

4.10.3 Discussao

A BRWS uma condicdo de anomalias congénitas multiplas caracterizada por
dismorfismos craniofaciais tipicos, como hipertelorismo, nariz largo com ponta
proeminente, ptose palpebral congénita ndo miopatica, sutura metdpica estriada e
sobrancelhas arqueadas, além de deficiéncia intelectual de gravidade variavel. Parte dos
individuos afetados apresenta paquigiria predominantemente frontal, atrofia dos
musculos da cintura escapular e comprometimento sensorial, como coloboma da
iris/retina e surdez neurossensorial. Outras manifestacdes incluem rigidez articular
progressiva, hipertrofia dos musculos da cintura escapular e paquigiria com gradiente de
gravidade antero-posterior, sendo raras a lisencefalia e a heterotopia neuronal. Em
alguns casos, observam-se fissura labiopalatina, halux duplex, defeitos cardiacos
congénitos ¢ anomalias renais. A microcefalia pode surgir tardiamente, enquanto o
envolvimento muscular precoce, associado ou ndo a artrogripose congénita, ¢ a
epilepsia de gravidade variavel correlacionam-se com malformagdes do sistema nervoso
central, como disgenesia cortical (Verloes et al., 2015). DiDonato et al. (2014) e Verloes
et al. (2015) propuseram que a BRWS, a sindrome de Fryns-Aftimos (MIM 601803) e a
sindrome cerebrofrontofacial (MIM 608654) representam manifestagdes de um tunico
espectro clinico-genético, unificadas por caracteristicas centrais sobrepostas, como
dismorfismos faciais, anomalias cerebrais ¢ comprometimentos multissistémicos. A

variabilidade fenotipica, destacada por Cuvertino et al. (2017), abrange desde formas
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leves, com deficiéncia intelectual isolada, até casos graves com artrogripose, epilepsia
refratdria e malformagdes complexas. A proposta de unificagdo visa simplificar a
classificagdo nosolodgica, facilitar o diagnodstico diferencial como a sindrome de
Cornélia de Lange (MIM 122470) e orientar estratégias terapéuticas integradas,

reconhecendo a diversidade clinica como parte de um gradiente patogénico.

O gene ACTB, localizado no cromossomo 7p22.1, codifica a B-actina, uma das seis
isoformas de actina nao muscular, essencial para motilidade celular, integridade
estrutural e sinalizacdo intercelular. A actina existe em duas formas: monomérica (G-
actina) e polimérica (F-actina), ambas criticas para processos como contragdo celular e
dindmica intracelular (Dominguez & Holmes, 2018). Além de seu papel no citoplasma,
a actina nuclear regula a transcri¢do génica, organiza¢ao da cromatina e reparo de DNA
(Belin et al., 2018). Sua participagdo no complexo de dinactina, que interage com a
dineina para facilitar o transporte intracelular, ¢ vital para a distribuicao de organelas e
vesiculas (UniProt Consortium, 2023). A expressao ubiqua da B-actina sustenta fungdes

celulares basicas em multiplos tecidos (GeneCards, 2023).

O espectro fenotipico da BWCFF sobrepde-se ao de disturbios de remodelagao da
cromatina, como sindromes relacionadas a variantes em ARIDIB (OMIM #614556). Em
embrides de camundongos, a expressao de B-actina € proeminente no rim, coracio e
cérebro. Niveis reduzidos de mRNA de ACTB em células de pacientes e modelos
de knockdown demonstram alteracdes na migracdo e morfologia celular, compativeis
com disfun¢do da B-actina citoplasmadtica (Riviere et al., 2012; Cuvertino et al., 2017).
A haploinsuficiéncia de ACTB também reduz a proliferacdo celular e a B-actina nuclear,

impactando o desenvolvimento de 6érgaos como cérebro e rins (Cuvertino et al., 2017).

Variantes patogénicas em ACTB e ACTGI causam BWCEFF, mas fenétipos se
diferem, variantes em ACTGI estdo mais associadas a surdez progressiva e anomalias
oculares graves (Perrin et al., 2010; Yates et al., 2017). Atualmente, cerca de 100 casos
foram relatados, porém as correlagdes genotipo-fendtipo permanecem incompletas
(Cuvertino et al., 2017). Johnston et al. (2013) descreveram uma menina de 7 anos com
microcefalia, caracteristicas faciais dismoérficas e deficiéncia intelectual, inicialmente

diagnosticada com sindrome de Dubowitz (MIM
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223370). Apos a identificacdo de uma variante em ACTB, o diagndstico foi revisado
para sindrome de BRWS atipica, destacando a heterogeneidade fenotipica associada a

variantes em genes de actina.

4.11 CASO 12 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE FLNA

4.11.1 Descric¢ao clinica

Paciente do sexo masculino, sem historico de consanguinidade parental, avaliado
clinicamente por multiplas anomalias congénitas. O exame fisico dismorfologico
evidenciou assimetria craniofacial, caracterizada por hemiface esquerda hipoplasica.
Observou-se também pavilhdes auriculares pequenos e de configuracdo simplificada,
fenda palatina e paralisia do nervo facial a direita. A investigagdo por exames
complementares revelou anomalias otologicas severas, incluindo auséncia bilateral da
cadeia ossicular, obliteragdo da janela oval por placa déssea atrésica e esclerose da

capsula otica, também bilaterais.

4.11.2 Resultado da analise de WES

A andlise do exoma do individuo e de seu irmdo revelou a mesma variante
provavelmente patogénica em hemizigose no gene FLNA:c.3896A>C:p.Asn1299Thr.
Esta variante ¢ caracterizada pela substituicdo de uma base na regido codificante do
gene FLNA e esté localizada no éxon 23 cromossomo X (chrX-153588183). Na Figura

15 pode-se observar em detalhes a variante aqui encontrada.

Variantes no gene FLNA causam um vasto espectro de doencas que afetam o
esqueleto e sistemas nervoso e vascular, inclindo a sindrome otopalatogital tipo 2 que
apresenta achados clinicos sobrepostos ao paciente do caso avaliado. A variante
FLNA:c.3896A>C:p.Asn1299Thr foi classificada como provavelmente patogénica
preenchendo os critérios PP2 e PM2 do ACMG Guidelines. Héa 726 publicagdes sobre

este gene na literatura, diversos envolvendo o fendtipo investigado neste caso.

Para elucidar o padrao de heranca, foi realizada a analise de segregacao familiar. Os
testes moleculares confirmaram que a mae, clinicamente nao afetada, ¢ portadora da

variante ¢.3896A>C em heterozigose, enquanto o pai ndo possui a referida variante.
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Figura 15. Variante no gene FLNA. O retingulo em laranja representa o local da substitui¢do.
FLNA:c.3896A>C:p.Asn1299Thr.

4.11.3 Discussao

O gene FLNA, localizado no cromossomo X (Xq28), codifica a proteina Filamina A,
um componente crucial do citoesqueleto celular. A Filamina A é uma proteina dimérica
de 280 kDa que desempenha um papel multifacetado na arquitetura celular, funcionando
como uma plataforma de ligagdo que organiza os filamentos de actina em uma rede
tridimensional dindmica. Além de sua funcdo estrutural, a Filamina A atua na
sinalizacdo, interagindo com mais de 90 parceiros de ligacdo, incluindo receptores de
membrana, canais i0nicos ¢ moléculas sinalizadoras intracelulares. Essa capacidade de
integracdo de sinais ¢ fundamental para processos celulares vitais, como a migragao,
adesdo, proliferacao e sobrevivéncia celular, o que explica por que variantes neste tinico
gene podem resultar em um espectro tdo vasto e variado de manifestagdes clinicas

(Feng & Walsh, 2004; Robertson, 2005).

As variantes no gene FFLNA dao origem a distirbios de desenvolvimento conhecidos
coletivamente como "FLNA-patias". Este espectro ¢ classicamente dividido em duas
grandes categorias, dependendo do tipo de variante e seu efeito na fungdo da proteina.
Variantes de ganho de fungdo, que tipicamente alteram a estrutura da proteina, estdo
associadas ao espectro das Displasias Otopalatodigitais (OPDSD), um grupo de
displasias esqueléticas com um fenotipo sobreposto que inclui as sindromes
Otopalatodigital tipos I e II, Displasia Frontometafisaria e a sindrome de Melnick-
Needles. Por outro lado, variantes de perda de fun¢do, que resultam em uma proteina
ausente ou nao funcional, causam classicamente a Heterotopia Nodular Periventricular

(PVNH), um disturbio de migrag@o neuronal que ¢ uma causa comum de epilepsia. Esta
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dicotomia genotipo-fenotipo, embora util, ndo ¢ absoluta, existindo casos de
sobreposi¢do clinica que desafiam uma classificacdo estrita (Robertson et al., 2003;

Wade & Schneider, 2021).

A expressao clinica das variantes no FLNA ¢ notavelmente variavel, mesmo dentro
da mesma familia. Em individuos do sexo masculino, que sdo hemizigotos para o
cromossomo X, as variantes de ganho de funcdo (espectro OPDSD) geralmente
resultam em um feno6tipo mais severo e, em alguns casos, letalidade perinatal. Ja as
variantes de perda de funcdo (PVNH) podem ser letais em homens. Em mulheres
heterozigotas, a apresentacao clinica ¢ modulada pela inativacdo do cromossomo X. Um
padrdo de inativacdo desviada pode explicar por que algumas mulheres portadoras sdo
completamente assintomadticas, enquanto outras podem apresentar um fen6tipo que varia
de leve a grave, com caracteristicas como hipermobilidade articular, doengas valvares
cardiacas (particularmente da valvula mitral e adrtica) € anomalias cutaneas (Parrini et

al., 2016; Wade & Schneider, 2021).

A sindrome Otopalatodigital tipo 2 (OPD2) representa uma das formas mais severas
do espectro de displasias associadas ao gene FLNA. Caracteriza-se por um fendtipo de
displasia esquelética generalizada com anomalias craniofaciais marcantes, incluindo
hipoplasia da face média, fronte proeminente, fendas palpebrais com inclinacao
antimongoloide, micrognatia e frequentemente fenda palatina. As anomalias dos
membros sdo igualmente severas, com o0ssos longos encurvados e largos, sindactilia,
clinodactilia e uma posi¢ao de "polegar de carona" ("hitchhiker thumb"). Em individuos
do sexo masculino, que sdo hemizigotos para a variante de ganho de fun¢do, a condi¢do
¢ tipicamente letal no periodo perinatal, primariamente devido a insuficiéncia
respiratdria causada por um térax pequeno e restritivo. As mulheres heterozigotas
sobrevivem, mas podem apresentar um fenotipo variavel que se sobrepde ao de outras
sindromes do espectro, como a OPDI, demonstrando a importancia da avaliacdo

molecular para a confirmagao diagnostica precisa (Robertson, 2005).

A importancia do gene FLNA no desenvolvimento craniofacial e esquelético ¢ uma
consequéncia direta da fun¢do essencial da Filamina A durante a embriogénese. A
formagdo da face e do cranio ¢ um processo complexo, altamente dependente da
prolifera¢do, migracdo e diferenciacdo das células da crista neural craniana, que dao
origem a maior parte do esqueleto craniofacial. A Filamina A ¢ um regulador mestre do

citoesqueleto de actina, sendo indispensavel para a motilidade e adesdo celular que

92



permitem a correta migracao dessas células da crista neural aos seus destinos finais nos
arcos faringeos. Variantes que alteram a funcdo da Filamina A comprometem essa
migragdo, resultando em hipoplasia ou formacdo incorreta das estruturas faciais.
Adicionalmente, a Filamina A interage com fatores de transcricdo e componentes de
vias de sinalizacdo (como a via BMP) que sdo cruciais para a condrogénese e a
osteogénese. Portanto, a desregulacdo da Filamina A perturba os alicerces moleculares e
celulares da formagdo esquelética, explicando por que as FLNA-patias se manifestam
como displasias esqueléticas com um impacto tdo proeminente na arquitetura

craniofacial (Feng & Walsh, 2004; Robertson et al., 2003).

4.11.4 Conclusao

Este resultado confirma inequivocamente a origem materna da variante ¢ um padrao
de heranca recessiva ligada ao X, o que explica a ocorréncia da condigdo nos dois filhos
do sexo masculino. A auséncia de um fenotipo na mae portadora ¢ um fenomeno
documentado em mulheres com variantes no FLNA, frequentemente atribuido a
inativagdo preferencial do cromossomo X que carrega a variante ou a expressividade

variavel da condigao.

A correlacdo entre o genoétipo identificado e o fendtipo observado no paciente ¢
notavelmente alta. As caracteristicas clinicas do probando, incluindo as anomalias
otologicas severas — como a auséncia da cadeia ossicular e a esclerose da capsula otica,
resultando em surdez condutiva —, a fenda palatina e os dismorfismos craniofaciais,
sao achados cardinais do espectro de doengas associadas ao FLNA, especificamente as
OPDSD. Em contrapartida, o quadro clinico carece de caracteristicas mandatorias para
o diagnostico da sindrome de CHARGE, como coloboma ou atresia de coanas, tornando

esta hipotese inicial insustentavel face a evidéncia molecular.

Em conclusdo, a identificagdo da variante ¢.3896A>C no gene FLNA e a
confirmacdo de sua segregacdo familiar redefinem o diagnostico do paciente. A
sobreposi¢do entre os achados clinicos e o espectro fenotipico das OPDSD,
particularmente formas como a OPD2 ou a Displasia Frontometafisaria (FMD), permite
estabelecer um diagndstico molecular de precisdo. Este resultado exclui a sindrome de
CHARGE e direciona o manejo clinico para o acompanhamento das complicacdes

conhecidas das FLNA-patias. Adicionalmente, a confirmagao do status de portadora na
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mae ¢ fundamental para o aconselhamento genético da familia, estabelecendo com

certeza o risco de recorréncia de 50% para futuras gestagcdes do sexo masculino.

4.12 CASO 13 - VARIANTE PATOGENICA NO GENE NSDHL

4.12.1 Descric¢ao clinica

O paciente masculino, sem consanguinidade parental, apresenta um fendtipo
dismorfologico complexo e assimétrico, sendo a lateralizagdo mais evidente no lado
direito, o que sugere um padrdo de mosaicismo somatico da variante em NSDHL. Os
achados incluem: assimetria craniofacial e hipoplasia malar acentuada a direita;
dismorfias faciais com fenda palpebral maior a direita, micrognatia e implantacdo baixa
de orelha; achados no tronco como pescogo alado e torax em barril; € malformacdes de
extremidades, comprega palmar unica a esquerda e clinodactilia bilateral do 5°

quirodactilo, além de sindactilia bilateral dos 2° e 3° pododactilos nos pés.

4.12.2 Resultado da analise de WES

A anélise do exoma do individuo revelou uma variante provavelmente patogénica em
hemizigose no gene NSDHL:c.543+1G>A. Esta variante ¢ caracterizada pela
substitui¢do de uma base na regido de splicing proxima ao éxon 5 do gene NSDHL, que
esta localizado no cromossomo X (chr10-10595362). A identificacdo desta variante ¢ a
base molecular para a sindrome de Child (Congenital Hemidysplasia with Icthyosiform
nevus and Limb Defects) (MIM308050). A variante NSDHL:c.543+1G>A foi
classificada como provavelmente patogénica por preencher os critérios PVS1 ¢ PM2 do
ACMG Guidelines, tendo sua prioridade considerada muito alta. Notavelmente, ela nao
foi observada em nenhum banco de dados populacional, o que sugere que ¢
extremamente rara Além disto, a variante ndo foi observada em exoma feito a partir do
sangue total. O teste genético da mae ndo detectou a presenga desta variante no gene
NSDHL. Esse resultado sugere portanto uma variante em mosaico o que explicaria o
paciente ser apenas parcialmente afetado. Além disso, variantes do gene NSHDL sdo
letais em homens mas sua presenca em mosaico poderia explicar a presenca em

individuo do sexo masculino.
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4.12.3 Discussao

O gene NSDHL (NAD(P)H steroid dehydrogenase-like) codifica uma enzima crucial
envolvida na etapa de desmetilagdo C4 da biossintese do colesterol. Esta enzima atua no
reticulo endoplasmatico (RE), e sua deficiéncia leva ao actimulo de esterois
intermediarios metilados, que sdo a base bioquimica da sindrome de Child. Este
acimulo e a subsequente deficiéncia de colesterol t€ém um impacto profundo na
sinalizacdo celular, sendo a principal preocupagao a interferéncia na via SHH (Konig et

al., 2000).

A falha da enzima NSDHL impede a correta sintese de colesterol e causa o acimulo
de esterodis precursores toxicos. Essa deficiéncia ¢ crucial, pois a proteina SSH requer
uma modificagdo pos-traducional por uma molécula de colesterol para ganhar atividade
completa e ser secretada. No contexto da sindrome de Child, a disfungdo do NSDHL ¢ a
subsequente interrupgdo da sinalizagdo SHH em células do mosaico afetam diretamente
os processos dos primordios faciais e do cranio, que dependem da migragdo e
sobrevivéncia das células da crista neural craniana (Sonic Hedgehog Signaling in
Craniofacial Development, 2023). Essa falha na modulacdo de SHH ¢ a causa
subjacente das dismorfias observadas no paciente, como a assimetria craniofacial, a
micrognatia e a hipoplasia malar no lado afetado, refletindo a importancia da via SHH
na formacdo da mandibula, palato e da linha média da face (Sonic Hedgehog Signaling
in Craniofacial Development, 2023; Hedgehog Signaling and Embryonic Craniofacial
Disorders, 2013).

A sindrome Child apresenta uma triade de achados clinicos caracterizados pela
manifestagdo unilateral de defeitos devido ao mosaicismo somatico do gene NSDHL. O
quadro ¢ dominado pela hemidisplasia congénita e pelo nevo de Child, uma lesdo
cutinea ictiosiforme que respeita rigorosamente a linha média (Orphanet, 2023; Happle
et al., 1980). A terceira caracteristica sdo os defeitos congénitos dos membros, que
variam de hipoplasia digital até a auséncia completa de membros no lado afetado,
geralmente ipsilateral as lesdes de pele. Além disso, anomalias viscerais sdo uma
preocupacao critica, incluindo defeitos cardiacos congénitos, hipoplasia pulmonar e
anomalias renais, como agenesia ou hidronefrose, no mesmo lado do corpo, sendo o
prognostico altamente dependente da gravidade do acometimento visceral (Orphanet,

2023).
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A sindrome de Child ¢ classificada como uma genodermatose dominante ligada ao X
com traco letal em meninos (NSDHL-Related Disorders-GeneReviews, 2011). A
maioria dos pacientes diagnosticados sdo do sexo feminino. A letalidade ocorre porque,
no sexo masculino, uma variante com perda total de funcdo do NSDHL ¢ incompativel
com o desenvolvimento. A auséncia de um segundo cromossomo X para compensar 0
defeito enzimatico leva a faléncia orgénica e, tipicamente, ao Obito intrauterino (Konig

et al., 2000).

J4

A ocorréncia da sindrome de Child em meninos ¢é, portanto, um evento
excepcionalmente raro e sempre implica um mecanismo de resgate genético. Esses raros
sobreviventes sdo individuos com mosaicismo somatico pos-zigético (The University of
Chicago Genetic Services Laboratories, 2019). Neles, a variante ndo ¢ herdada na linha
germinativa, mas surge logo apds a fertilizagdo. A presenca de uma linhagem de células ,
wild-type ¢ suficiente para fornecer o colesterol essencial e a sinalizagdo SHH,
mitigando a letalidade da forma hemizigota pura, embora o quadro clinico geralmente

seja grave.

Em pacientes do sexo feminino, a manifestacdo da sindrome de Child ¢ determinada
pela variante em mosaico e pela inativagdo aleatéria do cromossomo X, a yoniza¢do. O
organismo se torna um mosaico de células NSDHL-deficientes e funcionais. A
distribuicdo espacial das células defeituosas, que segue as Linhas de Blaschko, ¢ o que

leva a lateralizacdo fenotipica (Hummel et al., 2003).

Essa distribuicdo em mosaico ¢ responsavel pela marca registrada da sindrome:
defeitos cutaneos, esqueléticos e viscerais estritamente unilaterais e com demarcacao na
linha média. O nevo ictiosiforme, as malformac¢des de membros e as anomalias de
orgdos, como cardiopatias congénitas ou agenesia renal, tendem a ser ipsilaterais

(Hummel et al., 2003; Merfort et al., 2014).

A gravidade da sindrome de Child estd, portanto, diretamente correlacionada ao
percentual e a localizagdo do mosaicismo. Um mosaicismo de alto impacto funcional
que afete orgdos vitais, como o cora¢do ou rins, esta ligado a um progndstico mais
reservado. O monitoramento rigoroso das anomalias viscerais € essencial, pois elas sdo

a principal causa de morbidade e mortalidade precoce.

O espectro clinico, embora dominado pela unilateralidade, ¢ amplo, variando de

formas mais amenas, com diagndstico tardio, até casos com manifestagdes atipicas. Por
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exemplo, j4 foram descritos envolvimento bilateral, achados gastrointestinais e até
sindactilia, reforcando a necessidade de uma investigagdo minuciosa de todas as
malformagdes congénitas do paciente, sempre correlacionando-as ao lado do corpo

afetado pelo mosaicismo (Hettiarachchi et al., 2020).

4.12.4 Conclusao

O diagnostico molecular e clinico convergentes confirmam que o paciente, do sexo
masculino, é portador da sindrome Child, uma condi¢do rara e gravemente subestimada

em meninos.

O achado genético ¢ central: a variante NSDHL:c.543+1G>A em mosaico em
hemizigose, classificada como provavelmente patogénica (PVS1 e PM2), no
cromossomo X. Uma vez que a sindrome de Child ¢ tipicamente letal em meninos
devido a perda total da fungdo NSDHL — uma enzima crucial na biossintese do
colesterol e na sinalizacdo SHH (Koénig et al., 2000) — a sobrevivéncia deste paciente ¢ a
evidéncia direta de um mosaicismo somatico pos-zigético. A auséncia da variante na
mae reforca que esta ¢ uma variante de novo que surgiu precocemente apds a

fertilizagao.

Os achados dismorfologicos do paciente, incluindo a assimetria craniofacial
acentuada a direita, a clinodactilia bilateral, ¢ a sindactilia bilateral (Hettiarachchi et al.,
2020), sao a manifestacdo fenotipica desse mosaicismo somatico. Embora a sindrome
Child seja classicamente unilateral, a presenca de achados mais difusos (como
sindactilia e prega palmar inica) em um menino sobrevivente ¢ coerente com a natureza
imprevisivel do mosaicismo, onde o percentual de células NSDHL-deficientes pode ser
menor ou ter uma distribui¢do sist€émica mais complexa, mitigando a letalidade, mas

ndo o dano ao desenvolvimento.

Em suma, a presenca da variante NSDHL:c.543+1G>A em mosaico, confirmada
como somatica, justifica o fendtipo do paciente. O prognoéstico exige uma avaliagdo
urgente ¢ detalhada das malformagdes viscerais ipsilaterais, como corac¢ao e rins, que
sdo o principal fator de risco para morbidade e mortalidade precoce. Nesse caso ha
indicacdo de realizagdo do teste em outro tecido como por exemplo em fibroblastos do

lado afetado para confirmacao da presenga da variante.
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5, CONCLUSAO

O WES, combinado com a reanalise de dados, resultou em um rendimento
notavelmente elevado de 62% (13/21) na elucidacdo etioldogica de sindromes

craniofaciais, superando significativamente a média global para doengas raras.

O estudo demonstra a eficicia fundamental do WES como principal ferramenta

diagnostica atual em contextos de alta complexidade fenotipica.

A analise molecular revelou uma ampla heterogeneidade genética, com variantes

patogénicas ou provavelmente patogénicas identificadas em 13 genes distintos.

As variantes relacionadas a sindromes craniofaciais convergem para vias de
sinalizagdo criticas para o desenvolvimento embrionario, incluindo a via SHH, via
WNT, o sistema de biogénese ribossomal e a maquinaria de remodelamento de

cromatina.

Os resultados obtidos fornecem um diagndstico molecular preciso para as familias,

com impacto direto no aconselhamento genético e no planejamento do manejo clinico.

A persisténcia de casos inconclusivos, que representam 38% dos casos (8/21),
reforca a necessidade de estratégias futuras, como o Sequenciamento de Genoma
Completo (WGS), para investigar regides nao-codificantes ou variantes estruturais nao

detectadas pelo WES.

A reclassificagdo de VUS e a integracdo de dados fenotipicos permitiram orientar

condutas terapéuticas e aconselhamento genético familiar.

Recomendacgdes futuras incluem a validacdo funcional de variantes classificadas
como VUS, a realizagdo de estudos de coorte ampliada para genes candidatos e a
implementagdo de abordagens multidisciplinares e técnicas complementares para

explorar mecanismos epigenéticos.
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