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Resumo

Introdução: As doenças monogênicas representam um grupo extenso de

alterações fenotípicas que afetam a população mundial: existem, hoje, cerca de

7.000 doenças monogênicas conhecidas. Apesar de extensas investigações

para elucidar a etiologia molecular específica de doenças raras, a identificação

de genes relacionados a elas são, ainda, escassos. Com a etiologia

desconhecida, o diagnóstico para a maioria dos pacientes com suspeita de

alguma condição monogênica rara continua imprecisa. Sendo assim, a

necessidade de buscar o diagnóstico e a caracterização molecular para esses

pacientes é essencial para estabelecer correlações entre o genótipo e o

fenótipo, melhorar o manejo e o tratamento destes pacientes e para possibilitar

a identificação de fatores etiológicos e prognósticos para um aconselhamento

familiar mais preciso. Objetivos: Realizar a avaliação molecular de pacientes

com suspeita clínica de diferentes alterações monogênicas raras associadas

aos genes CHST3, EDNRB, FGFR2, FOXC2, KIAA0586, NFIX e SOX9, bem

como realizar a predição in silico das variantes encontradas. Material e

Métodos: O DNA de todos os pacientes e seus respectivos progenitores foi

isolado pelo método de salting-out e amplificado pelo método de reação em

cadeia da polimerase (PCR) convencional com o primers desenhados para

cobrir todas as regiões codificantes dos genes. O sequenciamento das

amostras foi realizado através do sequenciador automático ABI-PRISM 3130

Genetic Analyzer e os eletroferogramas gerados analisados com o auxílio do

programa Chromas Lite. Para as análises in silico serão usadas à nível gênico

as 25 ferramentas recomendadas pelas Diretrizes para Interpretação de

Variantes de Sequências da ACMG quanto às análises preditivas para troca de
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sentido, alteração de sítios de splicing e conservação de nucleotídeos. No nível

protéico, os quatro níveis hierárquicos de sua estrutura serão avaliados Além

disso, algoritmos de predição estipulados pela American College of Medical

Genetics and Genomics e a Association for Molecular Pathology serão

utilizados para realizar a avaliação dos critérios de patogenicidade das

variantes encontradas a nível populacional, de estrutura proteica e

conservação evolutiva. Resultados: Foram encontradas variações de

sequência nos genes CHST3, EDNRB, FGFR2, KIAA0586 e NFIX. No paciente

diagnosticado com displasia esquelética foi encontrada uma nova variante

missense em homozigose no gene CHST3 por NGS, confirmada,

posteriormente, por sequenciamento de Sanger. Alterações no gene FGFR2

foram encontradas tanto para o indivíduo diagnosticado com síndrome de

Pfeiffer, quanto para o paciente com síndrome de Apert. Na síndrome de

Pfeiffer, uma variante missense de novo foi encontrada na região de sítio

aceptor de splicing entre os exons 8 e 9. Para a síndrome de Apert, outra

variante missense de novo em heterozigose foi encontrada. Ainda, uma nova

variante também foi identificada no indivíduo com síndrome de Marshall-Smith:

duplicação de sete nucleotídeos no éxon 8 do gene NFIX . Para o paciente com

diagnóstico de síndrome de Shah-Waardenburg foi encontrada uma variante

missense em homozigose no gene EDNRB. A análise do painel de genes para

ciliopatias identificou uma variante em KIAA0586 herdada do pai no paciente

diagnosticado com síndrome de Hydrolethalus. Ainda, uma análise por rtPCR

encontrou uma possível variante intrônica também no gene KIAA0586 na

amostra materna, possivelmente herdada pela filha. Por fim, para os genes

FOXC2 e SOX9 não foi encontrada nenhuma mutação no sequenciamento dos
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respectivos pacientes. Conclusão: Neste trabalho foi avaliado um único

paciente com suspeita de doença monogênica rara para cada gene associado

ao respectivo fenótipo. Apesar de nossa análise molecular cobrir toda a região

codificante dos genes, para dois destes pacientes não foi observada nenhuma

mutação. Para os demais casos, foram observadas duas mutações

previamente descritas para pacientes com craniossinostoses (rs1057519041 e

rs77543610) e quatro variantes novas. Para as mutações novas, análises in

silico foram realizadas para auxiliar na elucidação da probabilidade de dano ao

genoma, bem como na predição da proteína alterada e, ainda, na compreensão

do funcionamento do gene investigado. Estes resultados reforçam a existência

de uma heterogeneidade genética entre casos de mesmo diagnóstico clínico,

bem como a importância do diagnóstico molecular para cada paciente de forma

a fornecer um diagnóstico completo mais efetivo e preciso e um

aconselhamento genético mais personalizado.

Palavras-chave: sequenciamento, doença monogênica, análise in silico, gene,

variante.
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Abstract

Introduction: Monogenic conditions represent a large group of phenotype

alterations that affect the population worldwide. Nowadays there are on average

7.000 known monogenic diseases. Despite extensive investigations to diagnose

molecular causes for rare phenotype conditions, the identification for related

genes are still very low. With an unknown etiology, for most patients with a rare

disease the diagnosis remains inaccurate. Therefore the need for a precise

molecular characterization and an optimum diagnosis is fundamental to

correlate genotype and phenotype, to give a better treatment for this group of

patients and to be able to identify etiologic factors to perform a better genetic

counseling. Aim of study: To perform a molecular analysis of patients with a

suspicious diagnosis of rare monogenic diseases associated with the following

genes: CHST3, EDNRB, FGFR2, FOXC2, KIAA0586, NFIX e SOX9. Also, for

new identified variants, to predict its function using in silico tools. Materials and

methods: DNA from both patient and parents blood samples were isolated by

salting-out method and amplified by conventional polymerase chain reaction

(PCR) with primers designed to cover all gene coding regions. Sample’s

sequencing was performed using the automatic sequencer ABI-PRISM 3130

Genetic Analyzer and electropherograms were analyzed with the Chromas Lite

program. For in silico assessments, 25 computational tools recommended by

the ACMG Guidelines for Interpreting Sequence Variants will be used to

analyze the variant at gene level. At protein level, all four structures levels will

be properly evaluated. Moreover, prediction algorithms stipulated by the

American College of Medical Genetics and Genomics and the Association for

Molecular Pathology will be used to evaluate the new variants' pathogenicity
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criteria at a population level, as well as protein structure and evolutionary

conservation. Results: We found genetic alterations in CHST3, EDNRB,

FGFR2, KIAA0586 and NFIX genes. In the individual diagnosed with skeletal

dysplasia we found a new recessive homozygous missense variant at gene

CHST3 by NGS, later confirmed by Sanger sequencing. Gene alterations at

FGFR2 were found for both patients diagnosed with Pfeiffer syndrome and

Apert syndrome. In the individual with Pfeiffer syndrome we found a de novo

mutation at an acceptor splicing site in intron 8 – exon 9 boundary at FGFR2.

For the patient with Apert syndrome another de novo heterozygous missense

variant was found on the same gene. A new variant was also identified in the

individual diagnosed with Marshall-Smith syndrome: a duplication of seven

nucleotides was found on NFIX gene’s exon 8. For the patient with

Shah-Waardenburg syndrome, we found a new homozygous missense variant

at EDNRB. An exome analysis of genes associated with ciliopathies identified a

variant on KIAA0586 on the patient with Hydrolethalus syndrome inherited from

the father. Moreover, rtPCR analysis showed an intronic variant at KIAA0586 on

the mother’s genome, which may be also inherited by the child. No mutation

was found in the patients’ sequence associated with FOXC2 e SOX9 genes.

Conclusion: In this study we investigated one patient for each gene associated

with a rare monogenic disease diagnosis. Although all coding region

sequencing analysis was performed, two patients did not have any variant

found in their sequence. For the other six cases, we found two previously

reported variants in probands with craniosynostosis (rs1057519041 e

rs77543610) and four brand new variants. For the new molecular findings, we

performed in silico assessments in order to elucidate variants probability on
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genome damage, as well as protein structure prediction. Moreover,

computational tools aid us to better understand the investigated gene function

and roles in the human genome. Our results reinforce the existence of a genetic

heterogeneity between cases of same clinical diagnosis, as well as the

importance of molecular diagnosis for each patient in order to provide a more

effective and precise diagnosis and a personalized genetic counseling.

Keywords: sequencing, monogenic disease, in silico assessment, gene,

variant.
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1. REFERENCIAL TEÓRICO

As doenças monogênicas, também conhecidas como mendelianas, são

condições genéticas em que a alteração de um único gene é suficiente para

acarretar no aparecimento de determinadas manifestações clínicas.1,2

Atualmente, existem aproximadamente 7.000 doenças monogênicas conhecidas

ao redor do mundo, sendo que apenas metade dos genes responsáveis por estas

patologias foram identificados.3 Enquanto a prevalência para a maioria das

doenças causadas por variações em um único gene é baixa e definida, então,

com raras, as doenças mendelianas juntas acometem aproximadamente 10

indivíduos a cada 1.000 nascimentos de acordo com dados fornecidos pela

Organização Mundial da Saúde.4 Além disso, os fenótipos apresentados por

indivíduos diagnosticados com síndromes monogênicas frequentemente

envolvem morte, incapacidade ou malformação congênita, implicando em uma

série de problemas tanto para as famílias afetadas como para o sistema de saúde

público e privado.2,5

Avanços recentes em técnicas de biologia molecular, como análises

cromossômicas em microarray, painéis genéticos e sequenciamento de genoma

ou exoma, tem motivado novas abordagens para o mapeamento de genes

associados a doenças e estimulou a rápida descoberta de genes relacionados

doenças monogênicas.6,7,8 De fato, uma nova visão para os transtornos

monogênicos está surgindo, uma vez que pacientes com sintomas antes não

explicados estão sendo diagnosticados com variantes patogênicas causais

específicas.8,9 Entretanto, apesar do benefício claro do advento de tecnologias

mais avançadas, alguns conceitos previamente consolidados foram

questionados: a aparição significativa de variabilidade fenotípica entre indivíduos
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com o mesmo achado molecular e, da mesma forma, a heterogeneidade de

variantes genéticas dentro de uma mesma condição clínica instigaram a

necessidade de reavaliar o diagnóstico molecular de doenças monogênicas.1,6,9,10

Ainda, a identificação de variantes novas, ainda não descritas na literatura,

alertou a comunidade científica para a necessidade de criação de uma

padronização da nomenclatura, bem como a criação de ferramentas que

elucidassem a probabilidade da variante descoberta ser causativa do fenótipo

clínico observado.8,11

A American College of Medical Genetics and Genomics e a Association for

Molecular Pathology estipulou normas e orientações para a interpretação de

variantes genéticas de forma a aprimorar a investigação e a elucidação da

potencial relação genótipo-fenótipo nas doenças raras. Isso se deve ao fato de

que cada paciente pode ser único no mundo, sendo a variação identificada como

possível causadora do fenótipo analisado ainda não descrita (“nova mutação”) e

não caracterizada em termos de funcionalidade. Algoritmos de predição e

critérios de patogenicidade devem ser considerados na análise a fim de

providenciar uma avaliação mais fidedigna do nível de importância patológica de

variantes na população. Sabe-se que polimorfismos existem em diferentes

populações e que essas variantes não necessariamente indicam risco de

patogenicidade para o indivíduo portador.11

Concomitantemente aos algoritmos de predição, análises de bioinformática

permitem, também, a investigação a nível protéico das alterações ocasionadas

por variantes, possibilitando a elucidação de causas moleculares e a realização

da associação entre genótipo-fenótipo.12,13 Estratégias combinadas de genética

médica, biologia molecular e bioinformática têm sido bem-sucedidas ao auxiliar
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na compreensão de diferentes doenças com etiologia genética, como fibrose

cística e deficiência de frutose-1,6-bifosfatase.14,15 A análise da desordem proteica

é um exemplo de análise in silico que pode ser realizada para avaliar o tipo de

alteração que a variante encontrada causa na estrutura e na conformação da

proteína.16,17 Dessa forma, a análise molecular aliada à análise computacional

proporciona uma investigação mais completa de novas variantes genéticas,

auxiliando na elucidação de causas moleculares e na associação entre

genótipo-fenótipo, bem como na relevância da mesma a nível populacional.

A genética médica refere-se a toda aplicação prática da genética à medicina. Ela

abrange o estudo da herança das doenças nas famílias, a identificação de genes

causadores de doenças, a análise dos mecanismos moleculares através dos

quais os genes causam doenças, o diagnóstico e a possibilidade de tratamento e

prevenção de doenças genéticas.18 Ela abrange também o aconselhamento

genético, que consiste na informação quanto aos riscos, prognóstico e tratamento

de apoio dispensado aos pacientes e suas famílias.18,19 Atualmente as análises de

sequenciamento de exoma e genoma (WES e WGS) permitem a identificação de

muitas variações genéticas novas e ferramentas computacionais auxiliam na

elucidação das consequências fenotípicas destas variações.7 Sendo assim, cada

descoberta bem-sucedida é uma futura contribuição para possíveis diagnósticos,

prevenção e oportunidades terapêuticas para as doenças correspondentes e,

ainda, um auxílio para a elucidação dos mecanismos biológicos e patológicos

destes fenótipos.20,21

Sendo assim, o estudo molecular de doenças monogênicas permite não apenas o

ganho científico na associação cada vez mais precisa de causa e consequência

entre genótipo e fenótipo, mas, também, viabiliza o compartilhamento dessas



17

informações com a comunidade externa através do aconselhamento genético. A

elucidação da etiologia do gene, do mecanismo molecular e da manifestação

clínica de doenças mendelianas permite a educação da família a respeito da

herdabilidade genética, além de proporcionar um melhor prognóstico e apoio a

longo prazo para os pacientes e seus familiares.

1.1. Fenótipos clínicos associados a mutações em CHST3

Variantes patogênicas encontradas ao longo do gene CHST3 (OMIM

#603799) estão geralmente associadas a deficiências esqueléticas, coletivamente

chamadas de displasias esqueléticas ou osteocondrodisplasias. A prevalência

desse grupo de malformações na população é de 1 para 5.000 nascidos vivos e o

grau de severidade pode variar entre apresentações leves à eventuais fenótipos

mais graves.22,23

A malformação esquelética congênita é frequentemente observada ao

nascimento com neonatos apresentando baixa estatura e múltiplos

deslocamentos e/ou subluxações de articulações.24 A priori, as mutações

encontradas no gene CHST3 eram associadas diretamente a condição

denominada displasia espondiloepifisária congênita (OMIM #143095), uma

malformação genética de herança autossômica recessiva regularmente descrita

em famílias com eventual grau de consanguinidade.25,26,27 Entretanto, com a

ampliação dos achados clínicos e variedade significativa de severidade entre os

casos, o gene supracitado é hoje referenciado como causador do grupo de

alterações conhecidas como displasias esqueléticas.23,25 As características

clínicas relatadas com mais frequência e que convergem entre os casos já

https://www.omim.org/entry/603799
https://www.omim.org/entry/143095
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descritos incluem grandes contraturas articulares, cifose progressiva, pé torto e

luxação da articulação do quadril.23-28,

O gene CHST3 está localizado no cromossomo 10(10q22.1) e codifica a proteína

carboidrato sulfotransferase 3 (C6ST) responsável por catalisar a sulfatação de

condroitina, um proteoglicano encontrado na matriz extracelular da maioria das

células envolvidas na migração e diferenciação celular.29 A condroitina, por sua

vez, é um dos componentes que compõem os glicosaminoglicanos, estruturas

ligadas a proteínas centrais e macromoléculas amplamente distribuídas pelo

corpo. A sulfatação do glicosaminoglicano cria uma carga negativa em sua

superfície crucial para a sua função biológica, sendo os genes que codificam

carboidrato sulfotransferases imprescindíveis para a sulfatação correta das

cadeias desses polissacarídeos.30,31

O gene CHST3 é expresso principalmente no tecido cardíaco, nos músculos

esqueléticos, na placenta e no timo. Estudos de associação de genoma completo

indicam que variantes patogênicas encontradas nesse gene resultam em defeitos

congênitos estruturais como displasias esqueléticas. Em sua maioria, fenótipos

que contemplam displasia espondiloepifisária com deslocação articular, baixa

estatura e escoliose estão entre os mais descrito na prática clínica.25,28,31

Atualmente, mais de 30 variantes associadas à condições genéticas foram

relatadas na literatura.23 Os achados moleculares são heterogêneos e variam de

mutações pontuais à duplicações no gene CHST3 com padrões de herança

variando entre autossômicos dominantes e recessivos.23,25,28,32
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1.2. Fenótipos clínicos associados a mutações em EDNRB

A síndrome de Waardenburg, tipo 4 (também conhecida como síndrome

de Shah-Waardenburg) (OMIM #277580) é a condição genética associada com

maior frequência à variantes patogênicas encontradas no gene EDNRB (OMIM

#131244). Entre as características fenotípicas mais comuns da patologia estão a

perda de cabelo, anormalidades de pigmentação, deficiência auditiva

neurossensorial e doença de Hirschsprung.33 A prevalência estimada da

síndrome na população mundial é de 1 a cada 42.000 nascidos vivos.34 Apesar

das características clássicas e bem definidas da condição genética, a

manifestação clínica da doença tem uma variabilidade expressiva entre os

indivíduos afetados com o padrão de herança variando entre autossômico

dominante e recessivo.35

As variantes encontradas no gene EDNRB são normalmente

apresentadas em homozigose, com raras descrições de achados moleculares

em indivíduos heterozigotos.35,36 Entretanto, quando identificadas, as alterações

genéticas em apenas uma cópia do gene são normalmente associadas

diretamente ao fenótipo de doença de Hirschsprung (OMIM #600155). Por outro

lado, as alterações apresentadas em homozigose estão relacionadas à

manifestação da síndrome de Shah-Waardenburg propriamente dita, a qual

incorpora, inclusive, o distúrbio gastrointestinal caracterizado pela doença de

Hirschsprung.35,36,37 Ainda, estudos apontam para a possibilidade do

envolvimento do gene no desenvolvimento do melanoma, uma vez que o mesmo

está relacionado à produção de melanócitos - células produtoras de melanina,

proteínas responsáveis pela pigmentação da pele. Entretanto, a associação do

https://www.omim.org/entry/277580
https://www.omim.org/entry/131244
https://www.omim.org/entry/600155
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gene ao desenvolvimento do câncer de pele ainda não está bem elucidada na

literatura.38

O gene EDNRB está localizado no cromossomo 13 (13q22.3) e codifica a

proteína denominada receptor endotelial tipo B, responsável por atuar no

mecanismo de sinalização celular, transmitindo informações extracelulares para o

ambiente intracelular.39 O receptor codificado pelo gene interage com proteínas

endoteliais no intuito de regular processos biológicos críticos como o

desenvolvimento e funcionamento de vasos sanguíneos, proliferação e divisão

celular e produção de hormônios específicos.39,40,41 A endotelina 3 é a proteína

com maior destaque na interação com o receptor uma vez que a atuação

conjunta dos mesmos possui um papel importante no desenvolvimento das

células da crista neural.41,42 A formação de nervos entéricos e produção

especializada de melanócitos também foram associadas à expressão de

endotelina 3 e do receptor codificado pelo gene EDNRB.38,40 Atualmente, as

variantes encontradas nesse gene foram associadas a fenótipos de alteração de

pigmento e obstruções intestinais, bem como atuação no desenvolvimento de

melanomas.38,40,42

1.3. Fenótipos clínicos associados a mutações em FGFR2

Variantes genéticas patogênicas encontradas nos receptores 1 e 2 do fator de

crescimento fibroblástico (FGFR1 e FGFR2) estão relacionadas ao

desenvolvimento de craniossinostoses com padrão de herança autossômico

dominante como a síndrome de Pfeiffer (OMIM #101600), de Apert (OMIM

#101200), de Crouzon (OMIM #123500) e de Jackson-Weiss (OMIM #123150).

As mutações em FGFR1 (OMIM #136350) produzem um fenótipo clássico de

https://www.omim.org/entry/101600
https://www.omim.org/entry/101200
https://www.omim.org/entry/123500
https://www.omim.org/entry/123150
https://www.omim.org/entry/136350
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malformações de membros inferiores e superiores, presença variável de

craniossinostose e características craniofaciais mais leves, enquanto variantes

em FGFR2 (OMIM #176943) são associadas a um quadro clínico mais severo

com presença de anormalidades de fusão dos ossos cranianos, hipertelorismo

associado a uma proptose extrema, anomalias variáveis de mãos e pés,

anomalias vertebrais e óbito no período neonatal.43

Entre as variantes patogênicas descritas, mais de 94% das mutações

encontradas em indivíduos diagnosticados com síndrome de Pfeiffer ocorrem

nos éxons 8 e 10 do gene FGFR2. Além do fenótipo para Pfeiffer, alterações

genéticas nesses dois éxons também estão associadas a outras

craniossinostoses.44,45 Apesar do conjunto de síndromes de anormalidades

cranianas convergirem para achados genéticos de sobreposição, para a

síndrome de Apert a maioria expressiva das mutações descritas na literatura

estão alocadas no éxon 7.46 Embora a maioria das variantes patogênicas

descritas no gene FGFR2 sejam encontradas em éxons que codificam o domínio

extracelular IgIII, alterações ao longo de toda região codificante do gene já foram

identificadas e associadas a craniossinostoses.47,48

O gene FGFR2 está localizado no cromossomo 10 (10q26.1) e codifica uma

proteína transmembrana chamada receptor 2 do fator de crescimento

fibroblástico, a qual possui um papel significante em alguns processos

importantes do desenvolvimento embrionário como a divisão celular, a

proliferação celular e a regulação do crescimento e da maturação da célula de

acordo com o tecido alvo. A família FGF é composta de pelo menos 22 ligantes

conhecidos que se ligam a cinco receptores de tirosina quinase. Essa junção

resulta na ativação de domínios quinase e fosforilação do receptor.49,50 Os

https://www.omim.org/entry/176943
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receptores transmembrana codificados pela família FGFR, com exceção do gene

FGFR5, possuem uma região extracelular composta por três domínios de

imunoglobulinas: IgI, IgII e IgII. Esses três domínios afetam diretamente a

expressão dos éxons 8, 9 e 10 do gene FGFR2, aonde encontram-se a maioria

das variantes patogênicas em indivíduos com alterações do gene.51,52,53

Variantes neste gene são normalmente associadas a craniossinostoses e

resultam na sinalização desregulada do gene e no fechamento prematuro das

suturas cranianas.54 A expressão de FGFR2 é encontrada em abundância na

cartilagem basal do crânio, sendo altamente expressa nas suturas para

diferenciação de osteoblastos e de células osteoprogenitoras com posterior

apoptose.55,56,57 A maioria das variantes patogênicas em FGFR2 são mutações

pontuais missenses, porém com relatos de deleções, inserções e alterações em

sítios de splicing já descritos na literatura.58

1.4. Fenótipos clínicos associados a mutações em FOXC2

Variantes patogênicas identificadas no gene FOXC2 (OMIM #602402)

estão relacionadas a síndrome de linfedema-distiquíase (OMIM #153400),

condição rara, autossômica dominante, caracterizada por distúrbios do

desenvolvimento do sistema linfático e distiquíase - anomalia congênita que

compõe o surgimento de fileiras extras de cílios oculares junto à glândula

Meibomiana ou na pálpebra superior.59 O primeiro relato de linfedema foi descrito

por Meige em 1898,60 sendo o fenótipo identificado na época homenageado com

o nome do mesmo. Acredita-se que muito casos de síndrome de

linfedema-distiquíase tenham sido rotulados erroneamente como doença de

Meige, uma vez que muitos dos indivíduos diagnosticados não eram examinados

https://www.omim.org/entry/602402
https://www.omim.org/entry/153400
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e nem questionados a respeito da anomalia ocular.59 O linfedema normalmente

surge durante a puberdade, podendo ser desenvolvido em idades mais

avançadas. Por outro lado, a distiquíase surge precocemente, normalmente

sendo diagnosticada no nascimento.59 Atualmente aproximadamente 70

variantes diferentes foram descritas no gene FOXC2, sendo todas associadas à

síndrome de linfedema-distiquíase.61

O gene FOXC2 está localizado no cromossomo 16 (16q24.1) e codifica

um fator de transcrição essencial para a formação de diversos tecidos e órgãos,

visto que a proteína traduzida atua no controle e regulação de outros diversos

genes. Estudos indicam que o gene possui um papel importante na formação de

vasos sanguíneos, bem como no desenvolvimento pulmonar, ocular, renal,

cardíaco e do trato urinário, além de participar, também, do sistema de

transporte das células do sistema imunológico (vasos linfáticos).62,63

A maioria das alterações genéticas descritas no gene FOXC2 são

pequenas inserções ou deleções e variantes nonsense, que geram um códon de

parada prematuro e, consequentemente, proteínas truncadas.59,64 Apesar de

incomum, variantes missenses também foram reportadas.65 As alterações

encontradas no gene estão diretamente associadas a fenótipos relacionados ao

mal desenvolvimento do sistema linfático, seja em cenários de hiperplasia ou

hipoplasia.61 Além disso, o envolvimento do gene também foi relacionado à

prevenção da obesidade e à resistência à insulina induzida pela dieta.66

1.5. Fenótipos clínicos associados a mutações em KIAA0586

As variantes patogênicas identificadas no gene KIAA0586 (OMIM

#610178) foram associadas a diversas ciliopatias como a síndrome de Joubert

https://www.omim.org/entry/610178
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(OMIM #616490), a síndrome de displasia torácica de Short-Rib (OMIM

#616546) e, recentemente, a síndrome de Hydrolethalus (OMIM #236680 e

#614120), todas caracterizadas pelo padrão de herança autossômico

recessivo.67,68,69 As ciliopatias são um conjunto de condições genéticas raras

caracterizadas por alterações da cilia celular que acarretam em fenótipos

complexos que incluem a presença de doenças fibrocísticas dos rins e do fígado,

degeneração da retina, defeitos estruturais e funcionais do sistema nervoso

central e dos olhos, crescimento ósseo anormal, lateralidade anormal dos órgãos

internos e polidactilia.70

Assim como a sobreposição fenotípica, as ciliopatias também apresentam uma

heterogeneidade expressiva de variantes moleculares descritas: síndromes

diferentes associadas a um mesmo gene e diferentes genes associadas a uma

mesma síndrome. As alterações patogênicas identificadas no gene KIAA0586,

entretanto, estão normalmente relacionadas a apresentações clínicas mais leves

de indivíduos diagnosticados com síndrome de Joubert e de Short-Rib.67,71,72

Apesar de menos frequente, fenótipos mais severos como os manifestados por

indivíduos portadores da síndrome de Hydrolethalus são relacionadas a

variantes de mudança de fase de leitura com formação de proteínas truncadas.68

O gene KIAA0586 está localizado no cromossomo 14 (14q23.1) e codifica uma

proteína centrossomal conservada necessária para a funcionalidade correta da

via de sinalização do hedgehog, para o desenvolvimento dos vertebrados e

para a ciliogênese.68,73 Os cílios são um componente essencial da transdução de

sinal durante o desenvolvimento embrionário e as variantes patogênicas no gene

são frequentemente associadas a um amplo grupo de condições genéticas

denominadas de ciliopatias.67,69 As principais características clínicas observadas

https://www.omim.org/entry/616490
https://www.omim.org/entry/616546
https://www.omim.org/entry/236680?search=Hydrolethalus&highlight=hydrolethalus
https://www.omim.org/entry/614120?search=Hydrolethalus&highlight=hydrolethalus
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as indivíduos com variantes no gene englobam a degeneração da retina,

doenças renais, malformações esqueléticas, anomalias cerebrais e diversos

graus de comprometimento neurológico.67,74

1.6. Fenótipos clínicos associados a mutações em NFIX

A síndrome de Marshall-Smith (OMIM #602535) é uma condição rara,

autossômica dominante, descrita pela primeira vez em 1971 por Marshall et al.,

(1971)75 sendo caracterizada por traços dismórficos, atraso de desenvolvimento

e maturação óssea anormal.76 Poucos indivíduos ao redor do mundo foram

diagnosticados com esta condição, entretanto, a mesma parece estar presente

em todas as populações, afetando homens e mulheres igualmente, e,

geralmente, decorrentes de variantes de novo localizadas no gene NFIX

(19p13.13) (OMIM #164005).76,77 Entretanto, variantes patogênicas neste gene

também podem acarretar em outro fenótipo clínico conhecido como síndrome de

Sotos-like, ou síndrome de Malan (OMIM #614753).78

A síndrome de Malan é caracterizada por supercrescimento leve a moderado,

macrocefalia com fronte proeminente e atraso moderado do desenvolvimento.

Normalmente deleções completas do gene e variantes nonsense e/ou missense

que afetam o domínio de ligação do DNA são associadas a essa condição,

sendo frequentemente localizadas nos éxons 2 e 3 do gene. Por outro lado, a

síndrome de Marshall-Smith costuma estar associada a mutações de mudança

de fase de leitura ou a variantes em sítios de splicing que evitam a degradação

de RNA mensageiro mediada por mutação sem sentido, sendo agrupadas entre

os exons 6 e 10. Ainda, devido à grande variação de transcritos alternativos do

https://www.omim.org/entry/602535
https://www.omim.org/entry/164005
https://www.omim.org/entry/164005
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gene NFIX, é possível que as diferentes variantes formadas acarretem em

diferentes efeitos fenotípicos.78,79

A família Fator Nuclear I (NFI) consiste em quatro genes intimamente

relacionados (A, B, C e X), cada um possuindo múltiplas variantes de splicing e

padrões de expressão distintos, mas que se sobrepõem. Esses genes codificam

proteínas com o domínio de ligação de DNA N-terminal e o domínio C-terminal

conservados que se ligam como homo ou heterodímeros em sequências

específicas do DNA e desempenham funções importantes na regulação da

expressão gênica em diversos tecidos.80,81 A família NFI é amplamente expressa

durante o desenvolvimento embrionário e na idade adulta em mamíferos.

Entretanto, o foco das pesquisas a respeito da função dessas proteínas tem

sido, principalmente, em relação a sua participação no desenvolvimento

cerebral, em que essas proteínas aparecem intimamente associadas à função

das células da glia.82,83 As proteínas NFI conseguem se ligar diretamente ao

promotor e regular a atividade de transcrição da proteína ácida fibrilar glial

(GFAP), um marcador de células gliais.84

Ainda, a família NFI de fatores de transcrição, principalmente o gene NFIX, tem

sido amplamente descrita no desenvolvimento cerebral e implicada em múltiplos

transtornos do desenvolvimento neurológico,76,85 músculo esquelético85,86 e

sistema hematopoiético.87

1.7. Fenótipos clínicos associados a mutações em SOX9

A displasia campomélica (OMIM #114290) é uma displasia esquelética rara,

autossômica dominante, caracterizada por dismorfias faciais distintivas,

sequência de Pierre Robin com fenda palatina, encurtamento e curvatura dos

https://www.omim.org/entry/114290
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ossos longos e pés tortos. Outros achados incluem laringotraqueomalácia com

compromisso respiratório e reversão de sexo em indivíduos do sexo masculino.

A maioria dos indivíduos afetados acabam indo a óbito ainda no período

neonatal devido a insuficiência respiratória.88,89 Mais de 70 variantes patogênicas

foram descritas no gene SOX9 (OMIM #608160) e relacionados a displasia

campomélica. A maioria das alterações dentro do gene impactam diretamente no

funcionamento adequado da proteína traduzida e, consequentemente, impedem

que o gene atue na regulação de outros genes essenciais para o

desenvolvimento embrionário. Indivíduos com manifestações mais leves da

displasia campomélica normalmente apresentam variantes em genes próximos

ao SOX9.90,91,92

O gene SOX9 está localizado no cromossomo 17 (17q24.3) e codifica um fator

de transcrição essencial para o desenvolvimento embrionário. A proteína SOX9

se liga a regiões específicas do DNA para regular a atividade de outros genes,

principalmente dos que atuam no controle do desenvolvimento esquelético e na

determinação do sexo antes do nascimento, um vez que a proteina codificada

pertence a região Y de determinação de sexo (SRY).90,93,94 Ainda, durante a

condrogênese, os alvos do SOX9 incluem genes codificadores de colágeno

Col2a1 e Col11a2, justificando o surgimento de fenótipos relacionados a

displasias esqueléticas quando na presença de variantes patogênicas.95 As

alterações genéticas identificadas no gene SOX9 variam de deleções e

inserções de nucleotídeos a variantes sem sentido, a maioria implicando em

mudanças na fase de leitura e tradução de uma proteína truncada e disfuncional.

Em suma, os fenótipos associados as variantes descritas permeiam entre

displasias esqueléticas e reversão de sexo.93,96,97,98

https://www.omim.org/entry/608160


28

As doenças genéticas representam um importante problema de saúde

pública, impactando diretamente no número elevado de internações pediátricas

e óbitos infantis. Apesar de todos os avanços ocorridos nas últimas décadas, a

etiologia de grande parte das malformações e síndromes descritas na literatura

ainda não são conhecidas. Entretanto, estratégias de caracterização molecular

de pacientes com doenças monogênicas tem como objetivo estabelecer

correlações genótipo-fenótipo, auxiliar na identificação de fatores etiológicos e

visar um aconselhamento familiar mais preciso. Sendo assim, a união entre a

genética médica, biologia molecular e bioinformática têm sido bem-sucedida na

busca pela elucidação e compreensão de diferentes condições genéticas.
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3. OBJETIVOS

GERAL:

Realizar a avaliação molecular de pacientes com diagnóstico clínico suspeito de

diferentes alterações monogênicas raras associadas aos genes investigados

neste estudo e diagnosticadas no Serviço de Genética Clínica da Universidade

Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA).

ESPECÍFICOS:

a) Realizar a descrição clínica do relato de caso para cada paciente

analisado.

b) Realizar a análise computacional através de algoritmos de predição para a

estrutura e função proteica, bem como a conservação evolutiva das variantes

encontradas.

c) Avaliar as variantes encontradas para critérios de patogenicidade através

das normas e orientações estipuladas pelo American College of Medical Genetics

and Genomics e a Association for Molecular Pathology para a interpretação de

variantes.
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5. CONCLUSÕES

Para esta tese, diferentes condições monogênicas foram abordadas a fim de

realizar a análise molecular de indivíduos afetados, e, também, discutir o

cenário atual do diagnóstico molecular para doenças genéticas raras em geral.

As estratégias de investigação utilizadas contemplaram sequenciamentos

convencionais de Sanger, painel gênico por sequenciamento de nova geração

e exoma. Além das técnicas moleculares, algoritmos de predição foram

utilizados como ferramentas complementares após a identificação de variantes

patogênicas ainda não descritas na literatura.

Ao total, oito indivíduos foram analisados para a presença de alterações

genéticas, sendo cada paciente diagnosticado clinicamente para uma doença

monogênica rara distinta (Tabela 1).
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Tabela 1. Descrição do diagnóstico clínico das doenças monogênicas raras apresentadas nesta tese.

AR: autossômica recessiva; AD: autossômica dominante

Suspeita Clínica Displasia
Esquelética

Síndrome de
Waardenburg

Síndrome de
Apert

Síndrome de
Pfeiffer

Doença de
Meige

Síndrome de
Hydrolethalus

Síndrome de
Marshall-Smith

Displasia
Campomélica

Padrão de Herança AR AD, AR AD AD AD AR AD AD

OMIM #143095 #277580 #101200 #101600 #153400 #236680 #602535 #114290

Abordagem Molecular Painel NGS;
Sanger

Sanger Sanger Sanger Sanger Painel NGS;
Sanger

Sanger,
Exoma

Sanger

Gene CHST3 EDNRB FGFR2 FGFR2 FOXC2 KIAA0586 NFIX SOX9

Variante Detectada c.673A>G c.888G>C c.758C>G c.940-2A>G N/A c.4018del c.1168_1174d
upCCAGCAG

N/A

Etiologia Herdada Desconhecida De novo De novo N/A Herdada De novo N/A

Descrita na Literatura Não Não Sim Sim N/A Não Não N/A

Patogenicidade Patogênica Patogênica Patogênica Patogênica N/A N/A Patogênica N/A
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Entre os sete genes analisados, quatro indivíduos apresentaram variantes

patogênicas novas, ainda não descritas na literatura e/ou depositadas em

banco de dados. Para dois pacientes foram identificadas variantes previamente

discutidas na literatura já associadas a indivíduos portadores do mesmo

fenótipo (FGFR2: rs1057519041 e rs77543610). Apesar de nossa análise

molecular cobrir toda a região codificante dos genes, para dois destes

pacientes não foi possível identificar alterações em suas sequências de DNA.

Ainda, verificamos alterações de novo em três pacientes e variantes herdadas

em dois indivíduos.

Variações monogênicas estão associadas a um extenso grupo de

patologias que, em 1997, ganharam um banco de dados online para catalogar

e notificar fenótipos de doenças monogênicas e seus genes associados. A

plataforma OMIM, Online Mendelian Inheritance in Man, é regularmente

atualizada e focada em doenças genéticas com padrões de herança

mendelianos em humanos. Em 8 de abril de 2024, o OMIM descreveu 7.514

fenótipos com base molecular conhecida e cerca de 4.900 genes com variantes

relacionadas a doenças monogênicas. Entretanto, a plataforma também

registrou outros 1.501 fenótipos que ainda não possuem base molecular

conhecida. Além disso, do total aproximado de 5 mil genes com variantes

descritas, apenas 3.433 possuem um único fenótipo associado; 891 são

associadas a dois fenótipos, 323 a três manifestações clínicas e 253 a mais de

quatro diagnósticos clínicos (OMIM. Gene Map Statistics. 2024. Disponível em:

<https://omim.org/statistics/geneMap>. Acesso em: 04 de Maio de 2024).

Além do significativo número de fenótipos monogênicos sem elucidação

molecular, há um escasso número de casos registrados para cada doença

https://omim.org/statistics/geneMap
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monogênica, tornando os achados moleculares pontuais para um limitado

número de indivíduos e desmotivando pesquisadores a investirem em linhas de

pesquisa para essas doenças.99 Hoje, sabe-se que o conceito de doença

monogênica não é simples e que, ao contrário do que se pensava, esse grupo

de patologias apresenta uma alta heterogeneidade alélica e de loco que

dificulta a construção de painéis genéticos aplicáveis a pacientes com o mesmo

fenótipo. Entretanto, esses achados atípicos do conceito Mendeliano

encontrados em doenças monogênicas acabaram contribuindo para um grande

conhecimento das formas poligênicas da doença humana: os diferentes tipos

de variantes patogênicas, suas consequências e a complexidade fenotípica

para doenças relacionadas ao mesmo gene foram descobertos no curso da

busca contínua por loco de doença mendeliana.100,101,102

As mutações de novo são justificadas pela ausência da alteração genômica

nos pais de um indivíduo portador. Dentre os sequenciamentos analisados

foram encontradas mutações de novo em três indivíduos, sendo as alterações

encontradas no gene FGFR2 já descritas na literatura. A variante encontrada

no paciente diagnosticado com síndrome de Pfeiffer está localizada no sítio

aceptor de splicing, uma região crucial do DNA, cuja função é delimitar o início

do éxon para posterior formação do RNA mensageiro maduro. A troca de

nucleotídeo nessa região do gene FGFR2 pode fazer com que o íntron

adjacente permanecesse ou que o éxon subsequente fosse excluído no

momento do splicing, acarretando na formação de uma proteína anormal e/ou

não-funcional.103 Essa mutação já foi descrita anteriormente e associada a

síndromes de craniossinostose como Pfeiffer e Apert.44,104 A alteração genética

encontrada no indivíduo com síndrome de Apert, por outro lado, não implica
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diretamente em alterações de regiões imprescindíveis para a formação

proteica. Entretanto, a variante Pro253Arg do gene FGFR2 é considerada

patogênica e já foi consolidada na literatura como associada a diversas

craniossinostoses.105,106

Para o paciente com síndrome de Marshall-Smith foi identificada uma variante

de novo até então não descrita na literatura. Essa alteração no genoma

consiste na duplicação de sete nucleotídeos, cuja adição na sequência de DNA

altera as três isoformas do gene NFIX. A mudança na fase de leitura do RNA

mensageiro é verificada em todas as isoformas do gene, ocorrendo em duas o

prolongamento da cadeia peptídica acarretado e em uma a formação de um

stop códon prematuro. Normalmente variantes que implicam na mudança da

fase de leitura são degradadas por um sistema de vigilância chamado de

degradação de RNA mensageiro mediada por mutação sem sentido (do inglês,

nonsense-mediated RNA decay, NMD), ou seja, um mecanismo que reconhece

RNA mensageiros alterados e impede que esses codifiquem proteínas não

funcionais.76 Entretanto, portadores de variantes no gene NFIX associados ao

fenótipo de Marshall-Smith parecem gerar proteínas que são capazes de

exercer um efeito dominante negativo sobre o alelo selvagem e escapar do

mecanismo de vigilância NMD.76

Além dos achados de etiologia de novo, para a família dos indivíduos

diagnosticados com displasia esquelética e síndrome de Hydrolethalus foi

observada a herança de alelos patogênicos. Para o paciente com displasia

esquelética, ambos os progenitores eram portadores heterozigotos para a

variante encontrada no gene CHST3. A alteração encontrada ainda não foi

descrita na literatura, entretanto variantes identificadas no gene CHST3 estão
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diretamente associadas ao fenótipo de displasia esquelética.23,24,28 Ainda,

algoritmos de predição como o PolyPhen indicam que esta alteração missense

apresenta um alto risco de dano ao genoma do indivíduo portador (score

0.9999/1), corroborando com a hipótese de a variante justificar a clínica

apresentada.

Por outro lado, o indivíduo com síndrome de Hydrolethalus herdou uma

mutação do pai e a segunda não foi detectada através do painel de

sequenciamento exônico para ciliopatias. Apesar de ter herdado um alelo

paterno mutado, o padrão de herança autossômica recessiva da condição

genética não justifica a manifestação clínica apresentada. Entretanto,

suspeita-se que o paciente tenha herdado, também, uma alteração intrônica

materna. Ambas variantes são encontradas no gene KIAA0586. A alteração

genética paterna configura-se em uma deleção que acarreta na mudança da

fase de leitura e, consequentemente, na formação de uma proteína anormal.

Estudos recentes com indivíduos portadores destas condições já evidenciaram

a presença concomitante de variantes exônicas somadas a variantes

intrônicas, auxiliando na validação da hipótese gerada para o nosso

paciente.107,108,109

Eventualmente, a origem da variante patogênica do indivíduo portador pode

não ser identificada, uma vez que dependemos diretamente da disponibilidade

do DNA dos pais. Para o paciente diagnosticado com síndrome de

Shah-Waardenburg, foi encontrada uma alteração em homozigose no gene

EDNRB, ainda não descrita na literatura. Entretanto, como o DNA dos

progenitores estava indisponível, não foi possível confirmar se a variante

identificada pelo sequenciamento de Sanger é de novo, ou o resultado da
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herança de alelos de pais heterozigotos. Apesar da variante encontrada em

nosso paciente ainda não ser associada como causadora do fenótipo de

Shah-Waardenburg, alterações no gene EDNRB são frequentemente

relacionadas à síndrome. Ainda, o algoritmo de predição PolyPhen indica que

esta alteração na sequência de DNA apresenta um alto risco de dano ao

genoma do indivíduo portador (score 0.928/1).

As variantes genéticas identificadas como novas devem ser inseridas em

banco de dados internacionais por seus descobridores como uma forma de

alimentar informações relacionadas ao diagnóstico molecular de síndromes

genéticas. Por muitas condições serem raras, o compartilhamento de achados

é imprescindível para as associações entre genótipo e fenótipo serem cada vez

melhor elucidadas. Entretanto, os bancos de dados genéticos dependem

diretamente de cientistas e pesquisadores para serem atualizados. Sendo

assim, hoje, não é possível afirmar que os dados contidos nestes registros são

fidedignos e atuais. Portanto, além da investigação da etiologia molecular e

clínica, é necessário refletir como podemos garantir que a informação genética

está sendo disseminada em tempo real.

Outro desafio enfrentado pela comunidade científica relacionado a variantes

genéticas - principalmente mutações novas - é a padronização de sua

nomenclatura e, principalmente, da patogenicidade da mesma frente ao tipo de

alteração encontrada. A American College of Medical Genetics and Genomics e

a Association for Molecular Pathology estipulou normas e orientações para a

interpretação de variantes genéticas de forma a aprimorar a investigação e a

elucidação da potencial relação genótipo-fenótipo nas doenças raras.

Algoritmos de predição e critérios de patogenicidade devem ser considerados
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na análise a fim de providenciar uma avaliação mais fidedigna do nível de

importância patológica de variantes na população. Sabe-se que polimorfismos

existem em diferentes populações e que essas variantes não necessariamente

indicam risco de patogenicidade para o indivíduo portador.11

O diagnóstico molecular, por outro lado, vem avançando exponencialmente nas

últimas décadas. Atualmente, diversas tecnologias podem ser utilizadas de

forma complementar para auxiliar na elucidação de doenças genéticas, bem

como na etiologia dos genes. Técnicas que revolucionaram a ciência como a

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) e o sequenciamento de Sanger foram

cruciais para o desenvolvimento e aprimoramento de metodologias que

levaram a criação de painéis genéticos, técnicas com base no RNA, varreduras

genômicas e sequenciamento de íntrons, éxons e do genoma completo.110

Apesar das vantagens das tecnologias mais recentes, onde a análise de

variantes genéticas é em grande escala, o sequenciamento de Sanger, por

exemplo, permanece com um lugar essencial na genômica clínica. Um dos

motivos para sua permanência é devido ao seu papel essencial para confirmar

variantes de sequências identificadas por sequenciamentos de nova geração

(NGS). Devido ao grande número de primers, reações e interpretações

necessárias para analisar cada variante, a confirmação de todas as alterações

genômicas encontradas pelo NGS seria inviável. Entretanto, em casos em que

uma variante específica seja questionada quanto ser ou não relevante ou

causadora de um fenótipo, o sequenciamento de Sanger é o método mais fácil

e eficaz para resolver essas incertezas.111 Sendo assim, de forma a alcançar

um maior nível de evidência científica para os achados moleculares se torna
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necessário entender que as metodologias moleculares antigas são

complementares às novas e vice-versa.

Além das técnicas moleculares, as ferramentas da análise in silico mostraram

ser uma grande aliada na busca pelo diagnóstico molecular preciso. Com o

intuito de auxiliar na elucidação da função dos genes, bem como no

esclarecimento da alteração funcional das diversas variantes patogênicas ainda

sem significado clínico, a bioinformática se tornou imprescindível na busca pela

consolidação da correlação genótipo-fenótipo das diversas condições genéticas

raras. Algoritmos de predição, como o SIFT e o PolyPhen, proporcionaram a

avaliação fidedigna de dano ao genótipo de variantes ainda não conhecidas,

enquanto as análises de bioinformática permitiram a investigação das variantes

à nível protéico - auxiliando ainda mais no esclarecimento da associação

genótipo-fenótipo de diversas patologias.11,12,13 O conceito de desordem

proteica abordado no artigo do paciente diagnosticado com síndrome de

Marshall-Smith, por exemplo, ilustra a importância das análises in silico para

não só entender, como também justificar o porquê de a proteína traduzida pelo

alelo anormal ser suficiente para gerar determinado fenótipo clínico.

Em suma, a busca pelo diagnóstico molecular é extensiva, mas, hoje,

contamos com uma diversidade de ferramentas para auxiliar na jornada até a

correlação precisa entre genótipo e fenótipo. A clínica médica fornece o primeiro

norte na busca pela causa de um determinado fenótipo, enquanto as

metodologias moleculares permitem a consolidação do diagnóstico genético.

Ainda, a bioinformática fornece informações complementares que auxiliam na

compreensão e na elucidação do porquê a alteração molecular encontrada

causar as características clínicas presentes no indivíduo. As diversas áreas de
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conhecimento juntas se mostram promissoras como aliadas no objetivo comum

de proporcionar a montagem final do quebra-cabeça complexo que são as

doenças genéticas, principalmente as consideradas monogênicas e raras.
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS

O presente estudo faz parte de um projeto maior intitulado “Estudo de aspectos

etiológicos e clínicos de pacientes com doenças genéticas ou síndromes

malformativas atendidos no Serviço de Genética Clínica”, aprovado pelos

Comitês de Ética em Pesquisa (CEP) da UFCSPA (Parecer N° 2.230.086).

Deste projeto maior estão sendo desenvolvidos diversos outros trabalhos e

projetos, incluindo trabalhos de conclusão de cursos, dissertações e teses.

O Serviço de Genética Clínica da Universidade Federal de Ciências da

Saúde de Porto Alegre (UFCSPA) é parceria direta do Complexo Hospitalar

Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA). A colaboração entre as instituições

visa descrever as características clínicas, laboratoriais e prognósticas de

pacientes portadores de doenças genéticas ou síndromes malformativas a fim

de contribuir com o diagnóstico molecular muitas vezes inexistente para esses

pacientes e familiares.

O aprimoramento da investigação molecular aliada à prática clínica e a

ferramentas de bioinformática permite uma investigação mais completa de

novas variantes genéticas, auxiliando na elucidação de causas moleculares e

na associação entre genótipo-fenótipo. Ainda, a complementação entre áreas

afins reflete no prognóstico clínico mais preciso, bem como no aconselhamento

genético de famílias com indivíduos acometidos por síndromes genéticas.

Esta tese de doutorado gerou dois artigos publicados e um manuscrito

submetido a periódicos científicos. Os resultados moleculares identificados

para os pacientes diagnosticados clinicamente com displasia esquelética,

síndrome de Shah-Waardenburg e síndrome de Apert estão descritos no
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apêndice deste trabalho e os dados encontrados encontram-se em elaboração

para futura submissão.
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7. APÊNDICES

7.1. Resultado do gene CHST3

Para o paciente clinicamente diagnosticado com displasia esquelética, um

painel de NGS direcionado para essa condição genética foi realizado a fim de

identificar a alteração molecular. A varredura de éxons de todos os genes

contemplados no painel identificou uma nova variante em homozigose no éxon

3 do gene CHST3 (NG_012635.1:g.48343A>G, NM_004273.5:c.673A>G,

NP_004264.2:p.Ser225Gly), ainda não descrita na literatura.

Com o intuito de verificar a etiologia da alteração genética e, também,

confirmar o resultado encontrado, o sequenciamento convencional por Sanger

foi realizado para o paciente e seus progenitores. Ao analisar os

eletroferogramas da família, foi identificado que tanto a mãe quanto o pai do

paciente apresentavam a variante em heterozigose e que, portanto, o filho

havia herdado ambos os alelos mutados dos pais (Figura 1).

A probabilidade de dano ao genoma da nova variante foi analisada através do

algoritmo de predição PolyPhen. A alteração missense foi considerada como

altamente provável de causar prejuízo à funcionalidade da proteína traduzida e,

consequentemente, corroborar para a expressão das características clínicas

apresentadas pelo paciente (Figura 3).

Para os demais éxons, nenhuma alteração na sequência de DNA foi

identificada.
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Figura 1. Eletroferogramas ilustrando a variante encontrada em heterozigose

nos pais, em homozigose no filho e ausente na amostra controle.

Figura 2. Resultado da predição do algoritmo PolyPhen para a variante S225G.

7.2. Resultado do gene EDNRB

Para a análise do gene EDNRB, pares de primers foram desenhados

para todos os nove éxons que compõem a sua região codificante. Como

estratégia, optamos por sequenciar inicialmente os éxons com variantes já

descritas no banco de dados do NCBI e associadas ao fenótipo clínico da
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síndrome de Shah-Waardenburg. Dessa forma, uma nova variante missense no

éxon 4 do gene foi identificada (Figura 3) (NG_011630.3:g.78603G>C,

NM_000115.5:c.888G>C, NP_000106.1:p.Met296Ile).

Uma vez que a alteração encontrada no sequenciamento do paciente ainda

não foi descrita na literatura, o algoritmo de predição PolyPhen foi utilizado

para verificar a probabilidade de dano ao genoma. A troca de aminoácidos

gerada pela variante indica uma forte probabilidade de prejuízo à proteína

traduzida pelo gene, podendo, dessa forma, justificar o fenótipo apresentado

pelo paciente (Figura 4).

Infelizmente, o DNA dos pais do paciente estava indisponível para análise e,

portanto, não foi possível confirmar se a variante encontrada é de novo, ou

proveniente da herança de progenitores heterozigotos.

Para os demais éxons, nenhuma alteração na sequência de DNA foi verificada.
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Figura 3. a) Sequência selvagem do éxon 4 do gene EDNRB. b) Variante em

homozigose encontrada no sequenciamento do indivíduo diagnosticado com

síndrome de Shah-Waardenburg. Em ambas imagens, o retângulo preto

destaca o nucleotídeo selvagem e alterado, respectivamente.

Figura 4. Resultado da predição do algoritmo PolyPhen para a variante M296I.

7.3. Resultado do gene FGFR2 - Síndrome de Apert

Para o gene FGFR2 foram desenhados primers para amplificar os éxons

selecionados com sítio hotspot para variantes associadas a craniossinostoses,

uma vez que o gene conta com um total de 26 éxons em sua estrutura. Sendo

assim, foram selecionados os éxons 7, 8, 9, 10, 13 e 15 para iniciar a

investigação do diagnóstico molecular. Conforme esperado, foi identificada uma

variante de novo no éxon 7 do gene (NG_012449.2:g.83299C>G,

NP_000132.3:p.Pro253Arg, rs77543610) (Figura 5). A alteração genética

encontrada já foi descrita na literatura como patogênica e associada à

síndrome de Apert, além de outras craniossinostoses.
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Figura 5. a) Eletroferograma do pai com pico em homozigose do alelo

selvagem “C”. b) Eletroferograma da mãe com pico em homozigose do alelo

selvagem “C”. c) Eletroferograma do filho com pico heterozigoto: alelo

selvagem “C” e variante “G”.

7.4. Resultados do gene FOXC2

O gene FOXC2 é pequeno e composto por um único éxon. Dessa

forma, para conseguir cobrir apropriadamente toda a região codificante do

gene, quatro pares de primers foram desenhados. Entretanto, infelizmente,

apenas algumas regiões do gene foram amplificadas com sucesso:
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conseguimos uma boa leitura do início do éxon, mas para as regiões

subsequentes encontramos dificuldades de adquirir um eletroferograma de

qualidade.

De forma a confirmar a ausência completa de variantes no gene

FOXC2 seria necessário identificar regiões mais suscetíveis ao anelamento

para desenhar novos primers. Outra possibilidade plausível seria a existência

de uma variante na sequência do paciente que acarrete em mudança de fase

de leitura, prejudicando, dessa forma, a amplificação e/ou leitura da sequência

de nucleotídeos.

7.5. Resultados do gene SOX9

Para a análise do gene SOX9, pares de primers foram desenhados

para todos os três éxons que compõem a sua região codificante. Entretanto,

apenas os éxons 2 e 3 foram amplificados com sucesso. Ainda, para as regiões

em que o sequenciamento foi possível, não identificamos nenhuma variante

considerada patogênica ou de significado incerto e que, portanto, justificasse o

fenótipo de displasia campomélica da paciente. No éxon 2 do gene, por

exemplo, foi identificada uma variante sinônima - apesar da troca de

nucleotídeo, o aminoácido traduzido se manteve (Figura 6).

Para confirmar a ausência completa de mutações no sequenciamento

do gene seria necessário a confecção de novo par de primers para o éxon não

amplificado. Entretanto, sabe-se que alterações genéticas que implicam em

mudança da fase de leitura são as mais relatadas no gene (Sock et al., 2003;

Lecointre et al., 2009). Dessa forma, é possível que a dificuldade de

anelamento e/ou amplificação adequada de algumas regiões esteja relacionada
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a deleções ou inserções maiores, mimetizando eletroferogramas falhos e de

difícil leitura.

Figura 6. Eletroferograma da paciente ilustrando a variante sinônima

encontrada no sequenciamento do gene SOX9.
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7.5. Revisões Sistemáticas publicadas em Revistas Internacionais

7.5.1. Microarray-Based Comparative Genomic Hybridization, Multiplex

Ligation-Dependent Probe Amplification, and High-Resolution Karyotype for

Differential Diagnosis Oculoauriculovertebral Spectrum: A Systematic Review
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7.5.2. Candidate genes of oculo-auriculo-vertebral spectrum in 22q region: A

systematic review
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7.6. Revisão de Literatura publicada em Revista Internacional

7.6.1. Fluorescence in situ hybridization (FISH) as an irreplaceable diagnostic

tool for Williams-Beuren syndrome in developing countries: a literature review



101



102



103



104



105



106



107



108



109



110

8. ANEXOS

8.1. Parecer do Comitê de Ética da UFCSPA
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