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Resumo

O espectro oculo auriculo vertebral (OAVS — do inglés oculoauriculovertebral
spectrum) compreende um grupo sindrémico, que envolve alteragcbes, de forma
assimétrica e em graus variados, do primeiro e segundo arcos faringeos, durante o
periodo embrionario. Objetivos: Definir protocolo para avaliagdo de pacientes com
OAVS, através de um fluxograma com diferentes abordagens. Métodos: Avaliar
clinica, citogendmica e molecularmente pacientes do Centro de Genética Médica
(CGM) da UNIFESP, com caracteristicas fenotipicas do espectro 6culo auriculo
vertebral, selecionados segundo critérios diagndsticos minimos (microtia e assimetria
facial). Correlacionar as alteragcbes citogendmicas e moleculares com o fendtipo e
revisar a literatura. Resultados: Foram avaliados 72 pacientes, caracterizados e
classificados fenotipicamente, analisando também fatores ambientais associados e
comparando nossos achados aos da literatura. Por fim, correlacionamos os achados
clinicos com os achados citogenbmicos e moleculares. Foram encontradas 22
variagdes do numero de copias (CNVs do inglés copy number variations), sendo 15
patogénicas ou possivelmente patogénicas, quando comparados aos bancos de
dados, em 20 dos 72 pacientes. Conclusodes: Nossos dados foram concordantes com
os da literatura no que tange aos fatores de risco pré-natais, as intercorréncias
neonatais, e caracteristicas clinicas principais. As exceg¢des foram a gemelaridade e
a consanguinidade e as anomalias associadas, que foram maiores se comparados
aos dados populacionais gerais. Os resultados obtidos ndo apontaram uma regiao
gendmica unica relacionada com o quadro clinico em estudo, mas desequilibrios
cromossOmicos recorrentes foram observados, principalmente no cromossomo 4 e 22.
Algumas das CNVs observadas e consideradas patogénicas, incluem regides
contendo genes com relevancia para o fenoétipo de OAVS e relacionados com
patologias conhecidas no Catalogo On line de Doengas Mendelianas (OMIM - do
inglés, On line Mendelian Inheritance in Man). A recorréncia de CNVs no brago curto
do cromossomo 4, em cinco pacientes, revela uma regido cromossémica
(4p16.1p16.3) relevante para o fendtipo. Esta investigacdo pode potencialmente,
sugerir diferentes mecanismos patogénicos envolvidos nesse espectro fenotipica e

geneticamente heterogéneo.
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Abstract

The Oculoauriculovertebral spectrum (OAVS) comprises a syndromic group,
characterized by anomalies involving the first and second pharyngeal arches
derivatives. Involvement is usually limited to one side, but bilateral form is known. The
phenotype is highly variable, involving ears, eyes, face and neck and other systems
and organs too. Objectives: To establish a phenotype-genotype correlation to the
OAVS through analysis of molecular and cytogenetic findings from previous selected
patients with at least microtia and facial asymmetry. Methods: We performed in each
of the selected patients a phenotype, karyotype and CGH-array analysis and
correlated to the findings previously reported in the literature. Results: From the 72
patients analyzed, 20 presented with a copy number variation (CNV) region classified
as probably pathogenic. Ultimately, we were able to infer 22 different regions of CNV
to the OAVS. Conclusions: We could not implicate a single genomic region to this
broad phenotype but we were able to observe frequent rearrangements in
chromosome 4 and 22. Some of the CNVs regions encompassed genes relevant to
this specific phenotype and were also related to other already known diseases. The
identification of recurrent rearrangement at 22q11 region in some of our patients
reinforces the hypothesis that this would be a candidate region to the OAVS.
Furthermore, we characterized in 4 patients another frequent region for rearrangement
at the chromosome 4, including it as a possible candidate region as well. Our study

suggests that different mechanism of pathogenicity may be involved in the OAVS.
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1. INTRODUGAO

O espectro 6culo auriculo vertebral (OAVS, OMIM %164210) caracterizado por
alteragdes de estruturas craniofaciais, em particular orelha, boca, mandibula, olho e
coluna vertebral, tem a frequéncia estimada em 1: 5.600 nascimentos, porém estudos
epidemiologicos referem numeros variados, dependendo da populagédo estudada e
dos critérios para inclusao dos pacientes considerados para o estudo (Barisic et al.,
2014).

Além das alteracdes craniofaciais, outros sistemas e érgdos também podem
ser afetados (cardiaco, sistema nervoso, gastrintestinal, esquelético, renal e outros).

O fendtipo é altamente heterogéneo e de etiologia considerada multifatorial, o
que torna a precisao diagndéstica um desafio para os geneticistas. A maioria dos casos
€ esporadica, porém casos familiais com heranga autossémica dominante e recessiva
foram descritos. Os mecanismos que levam ao OAVS sao alteragdes do
desenvolvimento de estruturas derivadas do primeiro e segundo arcos faringeos.

O risco empirico de recorréncia, para parentes de primeiro grau é de 2 a 3%.

Fatores de risco ambientais, tais como: diabetes materno, uso de drogas
vasoativas durante a gravidez, sangramento de segundo trimestre, gestagdes
multiplas e uso de técnicas de reprodugao assistida, sugerem a participagao de fatores
nao-genéticos na etiologia do OAVS.

Varias alteracdes citogenémicas e moleculares foram descritas associadas ao
espectro, porém as mais frequentes estédo relacionadas as regides 5p e 22q. Genes
associados ao desenvolvimento craniofacial, como BAPX1, ERK2, YPEL1, também
tém sido alvo de estudo, no sentido de esclarecer os mecanismos envolvidos no
desenvolvimento deste quadro clinico. Recentemente, variantes no gene MYT1 foram
apontadas como provaveis responsaveis pela Sindrome de Goldenhar (Lopez et al.,
2016).

As tecnologias citogenbmicas atuais nos permitem identificar pequenas
alteragbes cromossOmicas nao identificadas no cariétipo com banda G. Nosso
objetivo é analisar uma amostra clinicamente selecionada por esses métodos, uma
vez que o espectro apresenta ampla variabilidade fenotipica, o que pode nos levar a
uma maior compreensao do envolvimento de microduplicagcdes e microdelecdes e

maior entendimento na etiologia deste grupo de doengas.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=omim&_cdi=273314&_issn=17697212&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fomim.org%252Fentry%252F164210
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=RedirectURL&_method=externObjLink&_locator=omim&_cdi=273314&_issn=17697212&_origin=article&_zone=art_page&_plusSign=%2B&_targetURL=http%253A%252F%252Fomim.org%252Fentry%252F164210

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Principal

Estudar pacientes brasileiros com caracteristicas fenotipicas do OAVS, clinica

e citogendmicamente pelo array genémico.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar e classificar clinicamente os pacientes com espectro de 6culo auriculo
vertebral (OAVS), de acordo com os critérios diagnosticos minimos estabelecidos.

- Elaborar um protocolo para avaliagao destes pacientes através de fluxograma
com diferentes abordagens.

- Correlacionar os achados clinicos aos citogendmicos encontrados através do

estudo de array genbémico.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O espectro 6culo auriculo vertebral

O espectro 6culo auriculo vertebral (OAVS, OMIM %164210) é caracterizado
pela associacdo nao aleatéria, de alteragbes da morfogénese de estruturas
craniofaciais, derivadas do primeiro e segundo arcos faringeos, afetando
principalmente orelha, boca, mandibula, olho e coluna vertebral (Tasse et al., 2005).

As malformacgdes craniofaciais ja eram observadas desde 300 a.C. a 600 d.C.
A cultura tumaco-tolita, de origem colomboequatoriana, retratou em uma ceramica,
um possivel individuo com caracteristicas fenotipicas de OAVS, incluindo microsomia
hemifacial, microtia e microftalmia (Figura 1). Esta obra cultural pode constituir uma
das representacdes mais antigas das doengas congénitas do passado pré-hispanico

latino-americano e mundial (Pachajoa et al., 2010).

Figura 1. Vista frontal de ceramica representando um individuo com caracteristicas de OAVS. Extraido

de Pachajoa et al. (2010).

O termo OAVS foi sugerido por Gorlin et al. (1963) englobando duas diferentes
entidades clinicas descritas: a primeira feita pelo oftalmologista belga-americano
Maurice Goldenhar em 1952 e a segunda, por Saraux et al. em 1963. Goldenhar

descreveu um par de gémeos monozigoticos com derméide epibulbar, apéndices pré-
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auriculares, malformagdes de pavilhdo auricular e microssomia hemifacial. Saraux et
al. (1963) acrescentaram as alterac¢des vertebrais, a sindrome.

Para alguns autores, a microtia (OMIM %600674), a microssomia hemifacial
(HFM, OMIM %164210) e sindrome de Goldenhar (OMIM %164210) conforme
descrita acima, seriam manifestagdes fenotipicas do OAVS, dentro do grupo de
sindromes do desenvolvimento de primeiro e segundo arcos faringeos (Gorlin et al.,
1963; Alasti, Van Camp, 2009; Huang et al., 2010; Johnson et al., 2011). (Figura 2)

Microssomia

hemifacial

Figura 2: Compreenséao do espectro segundo Gorlin et al., 1963; Alasti, Van Camp, 2009; Huang et al.,
2010; Johnson et al., 2011

Para outros autores, o OAVS envolveria a sindrome de Goldenhar, acrescida
de alteragdes em outros 6rgdos ou sistemas como: o cardiovascular (50%),
renal/respiratorio (5%) e sistema nervoso central, havendo deficiéncia intelectual em

5 a 10% dos pacientes. (Figura 3)
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Figura 3: Compreenséo do espectro segundo Xu et al., 2008; Rooryck et al., 2010; Luquetti et al., 2012

No OMIM, seis sindromes sao listadas para o descritor “OAVS”: microssomia
hemifacial (OMIM %164210), microssomia hemifacial com defeito radial (OMIM
%141400), sindrome o6culo auriculo fronto nasal (OMIM %601452), disostose
mandibulo facial de Guion-Almeida (OMIM #610536) e sindrome auriculo condilar dos
tipos 1 (OMIM #602483) e 2 (OMIM #614669). Ja os autores do capitulo sobre OAVS,
no GeneReviews® (sistema de revisdo de sindromes genéticas -

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1116/), englobam neste espectro, as

entidades nosologicas: microssomia hemifacial, sindrome de Goldenhar, sindrome de
primeiro e segundo arcos faringeos, disostose otomandibular, sindrome facio auriculo
vertebral e displasia facial lateral.

Gorlin et al. (2001) estimaram a frequéncia de OAVS em 1: 5.600 nascimentos,
porém outros estudos epidemioldgicos observaram uma variagado de até 1: 45.000,
dependendo da populagéo estudada e dos critérios para inclusao no estudo (Barisic
et al.,, 2014). Em um estudo populacional recente de 355 casos, entre 1990-2009,
englobando 16 paises europeus, realizado por Barasic et al. (2014), observou-se que
a frequéncia vem aumentando nos ultimos anos, possivelmente relacionada com

certos fatores de risco, como os métodos de reproducao assistida.
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3.1.1 Variabilidade fenotipica no OAVS

O fendtipo no OAVS ¢ altamente heterogéneo, podendo apresentar-se como
microtia unilateral isolada ou associada até malformagdes de multiplos 6rgéos e
sistemas (Sharma, Passi, 2013).

Considera-se que a microssomia hemifacial ou a microtia isoladas possam ser
variantes dismorfologicas da entidade, uma vez que, estudos familiais identificaram
microtia isolada ou hipoplasia mandibular isolada, em parentes de primeiro grau de
pacientes com OAVS (Rollnick, Kaye, 1983; Rollnick et al., 1988; Digilio et al., 2008).

As alteracdes de orelha externa (OE) podem variar de apéndices ou seios pré-
auriculares a anotia, com ou sem agenesia de meato acustico externo (MAE) (Bennun
et al., 1985).

Embriologicamente, o pavilhdo auricular desenvolve-se a partir de seis
proliferagdes mesénquimais do primeiro e do segundo arcos faringeos, na base do
pescoco € com o desenvolvimento da mandibula, movem-se para a sua posi¢cao
normal dos lados da cabeca. Ja o meato acustico externo se desenvolve a partir da
extremidade dorsal do primeiro sulco faringeo (Fenda). As células ectodérmicas do
tubo formado se proliferam, dando origem a uma placa epitelial compacta. No final do
periodo fetal, as células centrais desta placa degeneram-se, formando uma cavidade
que sera a parte interna do meato acustico externo (Carlson, 2014; Moore, Persaud,
2016).

Os apéndices pré-auriculares (OMIM, %610420) sdo remanescentes de arcos
faringeos e embora de etiologia heterogénea, tem heranca autossémica dominante
em alguns casos descritos e um gene candidato na regidao q11.2-q12 do cromossomo
14 (Yang et al., 2006). Sua ocorréncia isolada é de 5:1000 nativivos.

Os seios ou fistulas pré-auriculares (OMIM, %128700) também sé&o
remanescentes de arcos faringeos, tém heranga autossémica dominante e gene
candidato na regido q11.1-q13.3 do cromossomo 8. Sua ocorréncia isolada varia de

0,3 a 0,9% e é mais frequente na populagao negroide (Rollnick, 1988).
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3.1.1.1 Microtia (OMIM %600674)

A microtia € uma anomalia congénita da OE, que varia de uma diminui¢cao do
tamanho do pavilhdo auricular (e/ou ma rotagéo) até sua auséncia completa (anotia),
sendo esta ultima considerada pela maioria dos autores, como a manifestagdo mais
grave da microtia (Alasti, van Camp, 2009; Luquetti et al., 2011).

Com frequéncia estimada em 0,8 a 17,4:10.000, a microtia ocorre mais em
homens (20 a 40% mais que nas mulheres), pode ser unilateral (77 a 93% dos casos,
sendo 60% a Direita) ou bilateral com ou sem atresia de MAE, sendo a microtia com
atresia de MAE considerada uma entidade separada no OMIM (#607842) e ocorrendo
em 55 a 93% dos casos de microtia. Pode ainda estar ou ndo associada a deficiéncia
auditiva (DA) condutiva (90% dos casos), neurossensorial (NS) ou mista (Melnick,
Myrianthopoulos, Paul, 1979).

Castilla e Orioli (1986) propuseram a objetivagcdo e substituicdo do termo
displasia auricular por microtia, classificando-a da seguinte forma:

v" Microtia | - caracterizada pela diminuicdo do tamanho com ou sem
mudanca de posi¢ao da OE, com ou sem a presenca de apéndices e/ou
fistulas pré-auriculares.

v" Microtia Il - alteragdes morfolégicas menores e de posi¢cdo da OE com
ou sem agenesia do meato auditivo

v" Microtia Ill - alteragdes morfolégicas importantes e de posi¢cdo da OE
com agenesia do meato auditivo

v" Microtia IV - caracterizada como anotia (OMIM 600674)

Em 15 a 60% dos casos, as microtias sao sindrémicas associadas a fendas
faciais, assimetria facial, anomalias cardiacas, renais e vertebrais, microftalmia e
polidactilia. Nestes casos, mais frequentemente sao bilaterais, com ou sem deficiéncia
auditiva (Alasti, Van Camp, 2009).

Embora a microtia tenha etiologia multifatorial, casos familiais de heranga
autossbmica recessiva e autossébmica dominante com expressividade variavel e
penetrancia incompleta foram descritos (Gorlin et al., 1963; Kelbermann et al., 2001;
Alasti, van Camp, 2009; Johnson et al., 2011; Luquetti et al., 2012).

Diversas alteragbes cromossdmicas (trissomias dos cromossomos 13, 18, 21;

translocagcdo do brago curto do cromossomo 6 na regido p24; iSOCromossomo



pseudodicéntrico (20;20) e isodissomia uniparental paterna do cromossomo 20),
algumas microdelegbes e CNVs (microdelecdo, microduplicagédo, translocagdo e
copias in tandem no brago curto do cromossomo 4; microdele¢ao no brago longo do
cromossomo 18) e alguns genes, por modelos animais ou envolvimento na
embriologia da orelha (Hoxa1/Hoxb1, Hoxa2, Hoxb6 e Hoxa7; Six1, Six2 e Six4; EYAT,
SIX2 e SALL1; Eya1, Sall1 e SALL2,SALL3, SALL4; Sipl1 e Rbck1; Thx1; Irf6 e Chuk
ou lkka), assim como alguns sinalizadores (Bmps, Wnts e Fgfs) também foram
associados a microtia.

Fatores ambientais apontados como de risco para microtia sdo: anemia, raca,
idade materna ou paterna avangada, multiparas, influenza no 1° trimestre da
gestacao, diabetes tipo | e uso de isotretinoina ou mycofenolato (imunossupressor) na

gravidez (Luquetti et al., 2012).

3.1.1.2 Microssomia Hemifacial (OMIM %164210)

A cabeca e 0 pescoco originam-se de seis estruturas embrionarias chamadas
de aparato faringeo, cada uma composta por uma bolsa, um arco, uma fenda e uma
membrana. Na quarta semana de gestacao, células da crista neural migram do tubo
neural para comecar o desenvolvimento do ectomesenquima do arco faringeo. Cada
arco tem duas camadas (mesénquima e ectoderme), que produzem os quatro
componentes primordiais: musculo, nervo, artéria e cartilagem. As estruturas
craniofaciais mais comumente afetadas na HFM se desenvolvem a partir do primeiro
e segundo arcos faringeos (Carlson, 2014; Moore, Persaud, 2016).

A assimetria facial, que resulta de uma hipoplasia maxilar/mandibular, é o
achado mais importante na microssomia hemifacial, entidade nosoldgica definida, de
etiologia heterogénea e com um Jlocus candidato gracas a descrigdo de uma familia
por Kelbermann et al. (2001), no brago longo do cromossomo 14 (14932).

A microssomia hemifacial ocorre em 1:5600 nascimentos, mais frequente em
homens do que em mulheres e em 45% dos casos ha parentes afetados, sendo 5 a
10% na irmandade (Teconi, Hall, 1983).

Fendmenos vasculares, particularmente hemorragia e hematoma da artéria

estapediana no periodo embrionario, hipoxia por alta altitude, diabetes materna e uso



de talidomida ou acido retindico na gestacao, sdo fatores ambientais associados ao
quadro (Couslet, Calvert, 1997).

3.1.1.3 Alteragoes oculares

Das alteragdes oculares descritas no OAVS, além do caracteristico derméide
epibulbar, o coloboma ocular também é frequente, além de varias outras alteragdes
que podem ocorrer como: assimetria de palpebras, micro ou anoftalmia, coloboma de
palpebra superior e deslocamento vertical da érbita (Gorlin et al., 1963).

O dermodide epibulbar € caracterizado como um coristoma congénito, de
tamanho variado e aparéncia saliente, formado pela presenca de tecido cutaneo
ectopico, no caso na regido limbar entre cérnea e conjuntiva. Normalmente, é
detectado ao nascimento e ja foi descrito também nas aves e em animais domésticos,
sendo machos e fémeas igualmente afetados. Essa afeccdo oftalmica pode
apresentar-se como pequena lesdo minimamente invasiva ou causar graves
alteragdes oculares como: ceratite, ulcera corneana e déficit visual. No exame
histopatoldgico, é possivel evidenciar a presenga de epitélio escamoso estratificado e
estruturas de tecido cutédneo. O dermdide epibulbar € o tumor de olho congénito mais
comum em criangas e pode aparecer isoladamente ou associado a sindromes
especificas como: sindrome oculoectodermica (OMIM %600268 — OES); displasia
frontofacionasal (OMIM %229400); lipomatose encefalocraniocutanea (ECCL - OMIM
#613001); sindrome de Proteus (OMIM #176920); sindromeTownes-Brokes (TBS —
OMIM #107480) e lipomatose multipla (OMIM %151900), além da propria sindrome
de Goldenhar.

Jakobiec et al. (2010) estudaram 68 dermdides identificados em 58 olhos de 48
pacientes do Hospital Infantil de Seattle, entre 1981 e 2014, e os agruparam em:
isolados (pacientes sem outras anomalias congénitas); com microssomia hemifacial
(pacientes com diagndstico microsomia craniofacial, sendo estes, a maioria dos
casos) e um grupo com outras anomalias (pacientes com outras anomalias
congénitas). Todos os do primeiro grupo eram unilaterais e 69% a esquerda. Entre os
dois primeiros grupos, a maioria eram perilimbais e lipodermdides no quadrante
inferotemporal do olho, enquanto no terceiro ndo houve preferéncia de tipo ou

localizacao.
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3.1.1.4 Coluna vertebral e outros

A alteragdo de coluna mais frequente é cervical, sendo as fusdes ou
hemiveértebras, as anomalias mais comuns (Goldenhar, 1952).

Além das alteragbes craniofaciais, alteragbes cardiacas (tetralogia de Fallot,
defeito septal e de arco aortico) e de sistema nervoso central (hidro ou microcefalia,
hipoplasia de corpo caloso, malformagcdo de Arnold Chiari) sdo presentes menos
frequentemente no espectro. Outros sistemas e 6rgaos também podem ser afetados
(Johnson et al., 2011).

Estudo recente, relatou grande comprometimento de outros 6rgaos e sistemas
(69,5%), incluindo malformacgdes cardiacas, renais e cerebrais, sendo os defeitos
cardiacos congénitos os mais comuns, acometendo mais de 27,8% dos pacientes
(Barisic et al., 2014).

O amplo espectro de anomalias envolvidos no OAVS apoiaria a hipétese de
que este pode resultar de um defeito de desenvolvimento de campo embrionario,
funcionando como uma unidade que responde de forma semelhante aos insultos
diferentes tais como: anormalidades do cromossomo, mutagdo em um unico gene,
perturbagdes vasculares e teratdgenos (Opitz,1986; Opitz & Lewin 1987; Cousley &
Wilson 1992).

A prevaléncia de caracteristicas fenotipicas, a partir do resumo de 20 artigos
publicados sobre a sindrome, entre 1983 e 2014 (adaptado de Cousley e Calvert,

1997) encontra-se na tabela 1.



Tabela 1. Prevaléncia de caracteristicas fenotipicas no OAVS

Anomalias Principais

Prevaléncia '

Mandibula Hipoplasia mandibular 49%-100%
Fossa glenoidea malformada 24%-27%
Orelha Microtia 66%-99%
Apéndices pré-auriculares 34%-61%
Perda auditiva condutiva 50%-66%
Olhos Distopia Orbital 15%-43%
Dermoide Epibulbar 4%-35%
Nervos Paralisia de VII par 10%-45%

Tecidos moles

Hipoplasia do musculo
Mastigatorio

85%-95%

Macrostomia

17%-62%

Anomalias Craniofaciais Associadas

Insuficiéncia Velofaringea

35%-55%

Desvio Palatal

39%-50%

Anomalias da base do Cranio

9%-30%

Fenda Labial/ Palatina

15%-22%

Coloboma palpebra superior

4%-25%

Hipodontia/ hipoplasia dentaria

8%-25%

Atresia/estenose ducto Lacrimal

11%-14%

Plagiocefalia frontal

10%-12%

Disacusia Neurossensorial

6%-16%

Seio pré-auricular

6%-9%

Outras Anomalias

Vértebras/costelas

16%-60%

Coluna Cervical

21%-42%

Escoliose 11%-26%
Cardiacas 4%-33%
Pigmentacao 13%-14%
Membros 3%-21%
Sistema Nervoso Central 5%-18%
Geniturinario 4%-15%
Pulmonar 1%-15%
Gastrointestinal 2%-12%

'adaptado de Cousley e Calvert, 1997
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3.1.2 Diagnoésticos Diferenciais

Os achados clinicos em individuos com OAVS podem sobrepor-se aqueles
observados em sindromes, associagdes e sequéncias, portanto os diagndsticos
diferenciais sdo inumeros. O quadro 1 compara as diferentes caracteristicas
fenotipicas apresentadas no OAVS e em algumas sindromes com as quais faz

diagndstico diferencial.

Quadro 1: Caracteristicas fenotipicas entre sindromes que fazem diagndstico diferencial com OAVS

Sindromes Genes /cromossomos Caracteristicas fenotipicas

Auriculocondilar

1 - OMIM # 602483
2 — OMIM # 614669
3 - OMIM # 615706

Oculoauricular
OMIM # 612109

Branquio-oto-Renal
1 - OMIM # 113350
2 - OMIM # 610896
3 — OMIM # 608389

Sindrome Cat-eye
OMIM # 115470

CHARGE
OMIM # 214800

Miohiperplasia
hemifacial

OMIM 606773
Disostose
Mandibulo-facial
Guion-Almeida
OMIM # 610536

Sindrome Miller
OMIM # 263750

Sindrome Nager
OMIM # 154400

Sd. Parry-Romberg
OMIM % 141300

Sd.Townes-Brocks
OMIM # 107480

GNAI3 (1p13.3)
PLCB4 (20p12.3)
EDN1 (6p24.1)

HMX1 (4p16.1)

EYA1 (8q13.3)
SIX5 (19913.32)
SIX1 (14g23.1)

Tetrassomia 22911.21

CHD7 (8912.2)

SEMASE (7921.11)

EFTUD2 (17921.31)

DHODH (16¢22.2)

SF3B4 (1g21.2)

SALL1 (16q12.1)
(SALL4 - 20q13.2)

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, fenda orofacial

Assimetria facial, microtia, microftalmia,
coloboma ocular

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, apéndices pré-auriculares,
alteracdes renais, surdez

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, surdez, apéndices pré-
auriculares, alteragdes renais, cardiacas,
vertebrais, coloboma ocular

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, anomalias cardiacas e
renais, coloboma ocular, atresia de coanas

Assimetria facial, hiperplasia dos musculos da
face sem hiperplasia dssea, paralisia facial

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, surdez, apéndices pré-
auriculares, cardiacas, vertebrais

Hipoplasia maxilar e/ou mandibular, microtia,
anomalias de membros superiores

Hipoplasia maxilar e/ou mandibular, microtia,
apéndices pré-auriculares, alteragdes renais e
cardiacas

Assimetria facial, hipoplasia muscular
progressiva, maxilar e/ou mandibular, paralisia
facial

Assimetria facial, hipoplasia maxilar e/ou
mandibular, microtia, surdez, apéndices pré-
auriculares, alteragoes renais, cardiacas,
vertebrais e esqueléticas de membros
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Sd.Treacher-Collins

1- OMIM # 154500 TCOF (5932-q33) Hipoplasia maxilar e/ou mandibular, microtia,
2 - OMIM # 623717 POLR1C (13q12.2) orientacao de fendas palpebrais para baixo
3 - OMIM # 248390 POLR1D (6p21.1)

VACTERL ? Alteragdes renais, cardiacas, vertebrais

OMIM % 192350

3.1.3 Classificacao e critérios minimos

A precisao diagnéstica no OAVS é um desafio para os geneticistas clinicos,
devido a grande heterogeneidade do fendtipo e suas multiplas etiologias. Por esta
razao, varios autores propuseram critérios diagnosticos minimos para o quadro
(Grabb 1965; Melnick et al., 1979; Rollnick, Kaye, 1983; Teconi, Hall, 1983; Bennun et
al., 1985; Tasse et al.,, 2007). Dentre estes critérios, a presenca de microssomia
hemifacial e microtia assimétrica com ou sem apéndices pré-auriculares tem
predominado entre os diversos estudos.

Muitos autores propuseram classificacdes para o quadro, a partir da hipoplasia
mandibular (Pruzansky et al.,1969; Harvold et al.,1983; Lauritzen et al.,1985; Kaban
et al.,1988), associada as alteragdes da articulacido témporo-mandibular (Swanson
and Murray, 1978; Kaban et al.,1981), combinado com microtia (Converse et al.,
1979), isolando o comprometimento esquelético do comprometimento de partes moles
(David et al., 1987), expandindo o espectro para acometimento extracraniano (Cohen
et al., 1991; Gorlin et al., 2001), integrado a surdez e os apéndices pré-auriculares
(Cousley et al., 1993).

Tasse et al. (2005) propuseram uma classificagdo em trés grupos e dois
subgrupos, de acordo com o comprometimento, como se segue:

v" Grupo 1 - microtia isolada

v" Grupo 2 - microtia com microssomia

v" Grupo 3 - microtia com microssomia e anomalia vertebral
Subgrupo 1 — unilateral, sendo todos os sinais de um unico lado
Subgrupo 2 — bilateral, com qualquer alteragao bilateral

A partir destes grupos, os autores criaram um algoritmo, dando nota "2" para
cada critério principal (microtia, microssomia hemifacial e alteracéo vertebral) e "1"
para os subgrupos e outras alteragdes (deficiéncia auditiva, intelectual, dermdide

epibulbar, fendas, alteragbes urogenitais, cardiacas, de membros, sistema nervoso,


http://omim.org/entry/192350
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microcefalia e baixa estatura), sendo o “score” maximo igual a “18” e caracterizando
assim a gravidade do quadro e suas possiveis associagbes. Em seu estudo,
concluiram que o envolvimento craniofacial bilateral, estava mais consistentemente
associado a pelo menos uma anomalia extracraniana. Outras associagdes
encontradas foram deficiéncia cognitiva com os escores mais altos; alteragdes de
sistema nervoso central associadas a alteragbes oculares e fendas (sugerindo
alteragcdbes de campo de desenvolvimento); alteragdes vertebrais e oculares
associadas a alteragbes geniturinarias.

Gougoutas et al. (2007) propuseram um sistema de classificagdo clinica,
baseado em uma proposta de Vento et al. (1991) para as malformag¢des associadas a
microssomia craniofacial, com base na representacéo pictérica de OMENS (Orbita em
forma e tamanho, alteragbes Mandibulares, malformag¢des de Orelhas (Ears),
envolvimento do Nervo facial e de tecidos moles (Soft)), no sentido de objetivar e
uniformizar a avaliagdo clinica e acrescentando a esta, as manifestagbes
extracranianas, chamando-a de OMENS-Plus. A proposta de Vento et al. (1991)
conferia a cada uma destas regides, valores de 0 a 3, permitindo a correlagcado da
gravidade do defeito mandibular, aos achados fenotipicos craniofaciais e
extracranianos, no caso do OMENS-Plus.

Até o presente momento, ndo ha um consenso sobre os critérios minimos a
serem utilizados para o diagnéstico de OAVS (Sharma, Passi, 2013, Heike et al.,
2016).

3.1.4 Fisiopatologia e Etiologia do OAVS

Varios mecanismos patogénicos foram propostos para o quadro, dentre eles
Poswillo et al. (1973) postularam que uma hemorragia focal no 33° dia do
desenvolvimento embrionario da artéria estapediana, que supre o primeiro e segundo
arcos faringeos, provocaria um fendmeno disruptivo vascular e assim, as
malformacoes.

Depois deles, outros autores associaram o quadro, a exposi¢ao de isotretinoina
e talidomida (Lammer et al., 1985).

Stewart et al., em 1993 hipotetizaram tratar-se de uma displasia do eixo

mesodérmico embrionario, quando associada a anomalias cardiacas.
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Os mecanismos fisiopatologicos que levam ao OAVS, s&o alteragdes do
desenvolvimento de estruturas derivadas do primeiro e segundo arcos faringeos.

Pouco se conhece ainda, quanto a sinalizagéo das vias, para a formacgao das
estruturas faciais no desenvolvimento embrionario. Sabe-se até o momento, que a
chave para o desenvolvimento craniofacial € a especificidade, migragao e proliferagcao
das células da crista cranial neural. Assim, qualquer interrupcdo no mecanismo de
sinalizagdo dessas células ou na expressao e ativacdo de genes teria como
consequéncia a alteragao na producado de proteinas, que participam da formacéao
craniofacial, podendo explicar a variabilidade fenotipica observada no OAVS (Minoux
et al., 2010; Szabo-Rogers et al., 2010).

Os mecanismos genéticos que produzem a localizagdo normal das estruturas
corporais ainda nao sao totalmente conhecidos, porém sabe-se que a formacéao
normal da lateralidade do coragao e de outros 6rgaos é controlada pela expressao de
genes que participam da via Nodal, em periodos especificos do desenvolvimento
embrionario. Esta familia de genes, participa ativamente do inicio da formagéo do
mesoderma e, portanto, do disco embrionario trilaminar. No tépico “genes candidatos
para OAVS”, discutiremos mais sobre estes genes. A expressao assimétrica dos
genes que participam da cascata da via Nodal, durante o desenvolvimento das
estruturas do primeiro arco faringeo, pode assim ocasionar assimetria facial (Nicot et
al.,, 2014). A assimetria facial resulta do crescimento desigual da mandibula e
musculos onde os genes da via Nodal estdo ativos, sendo, portanto, responsaveis

pela assimetria facial.

Muitos estudos foram bem-sucedidos em identificar a causa genética da
microtia sindrémica. No entanto, esses achados n&o sao replicados para a microtia
isolada ou OAVS, permanecendo assim sem definigao.

A maioria dos casos de OAVS é esporadica, mas existem casos familiais raros
(1% -2%), que exibem heranga autossémica dominante e recessiva (Vendramini-Pittol
et al., 2009; Farra et al., 2011; Brun et al., 2012; Luquetti et al., 2012; Barisic et al.,
2014). A raridade de relatos de concordancia em gémeos monozigéticos, no entanto,
apoia a probabilidade de herang¢a multifatorial na maioria dos casos (Hennekam et al.,
2010).

O risco empirico de recorréncia do espectro OAV para parentes de primeiro
grau é de 2 a 3% (Barasic et al., 2014).
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3.1.4.1 Fatores de Risco

Influéncias ambientais tais como: diabetes materno, o uso de drogas vasoativas
durante a gravidez, sangramento de segundo trimestre, gesta¢gées multiplas e uso de
técnicas de reproducgao assistida, sugerem a participagao de fatores n&o genéticos na
etiologia do OAVS (Werler et al., 2004; Wieczorek et al., 2007; Ballesta-Martinez et
al., 2013).

As gestagdes gemelares tém aumentado ao longo dos anos, pelo uso de
técnicas de reproducdo assistida, e ambas sao consistentemente associadas com
malformagdes, incluindo o espectro OAV, em muitas publicagbes atuais (Jongbloet,
1987, Ferraris et al., 1999; Roesch et al., 2001; Pison, D 'Addato, 2006; Gittins et al.,
2010).

Jongbloet (1987) atribuiu a associagao de casos de OAVS com FIV (fertilizagdo
“in vitro”), ao que chamou de “ovopatia da superabundéancia”, ou seja, a estimulagao
da ovulacado através de gonadotrofinas administradas, atingiria os odcitos em
diferentes estados de maturagao e assim, os que fossem ovulados fora do intervalo
6timo, seriam mais susceptiveis as alteragcdes do desenvolvimento craniofacial, o que
também explicaria a associagcao de casos de OAVS com infertilidade.

Keusch et al. (1991) referiram varios estudos com incremento das anomalias
craniofaciais em gémeos. Em um grupo de 1114 pacientes com anomalias
craniofaciais, 35 gémeos foram descritos, sendo 10 com microssomia hemifacial.

Wieczorek et al. (2007) encontraram uma correlagéo positiva significante entre
casos de OAVS e métodos de reprodugao assistida em estudo retrospectivo (pais de
criangas com OAVS que usaram técnicas de reprodugéo assistida) (P = 0.038) e
prospectivo (criangas com OAVS, cujos pais conceberam por técnicas de reprodugao
assistida) (P =0.023), além de um excesso de gémeos naturalmente concebidos entre
os casos de OAVS (P =0.0025) para os dados estatisticos da populagéao alema. Estes
autores lembram que a primeira alteragao congénita descrita num estudo em 36 casos
de reproducao assistida realizado por Yovich et al., em 1985, foi um caso de OAVS e
fazem um levantamento de outras 35 publicagdes num total de 80 gestagdes
gemelares, onde esta correlagdo entre gemelaridade natural ou “induzida” e OAVS é
apontada. Em quase todos os casos, sejam monozigéticos ou dizigoticos, somente

um gémeo é afetado.
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Wieczorek et al (2007) referem varios estudos de gemelaridade com a
Sindrome de Beckwith-Wiedemann (BW), associados a hipometilagdo do alelo
materno do gene LITT/KCNQ10T1 (DeBaun et al. 2003; Maher et al. 2003; Gicquel et
al. 2003; Halliday, 2004; SutcliVe et al. 2006) e inferem a existéncia de uma correlagéo
deste mecanismo encontrado no BW, entre o OAVS e o gene BAPX1, que apresenta
evidéncias de desregulacdo epigenética em casos de OAVS (Fisher, 2006). Os
autores levantam 3 hipéteses para explicar a associagdo de gemelaridade com OAVS:

1 - Gemelaridade induzindo fendmenos vasculares disruptivos - localizados no
polo cefalico, como postulado por Poswillo et al. (1973); ou por reabsorgdo de um dos
membros do par de gémeos monozigoticos, que levaria a uma hipercoagulabilidade
no gémeo sobrevivente, como postulado por Hoyme et al. (1981) ou por formagao de
anastomoses inter ou intraplacentarias, que favoreceriam fenémenos
tromboembdlicos. No entanto, este mecanismo disruptivo ndo explicaria, por exemplo
o dermoide epibulbar.

2 - OAVS induzindo a gemelaridade — levando em consideragao a hipotese de
que um mecanismo epigenético semelhante ao da sindrome de BW acontega com no
OAVS. E possivel que um grupo de células carregando um imprinting pés-zigético
alterasse a taxa de seu crescimento celular, gerando assimetria entre diferentes
massas celulares e isto induzisse a separagao dos diferentes clones celulares,
epigenéticamente distintos. Outra hipotese seria de que um dos blastocistos
discordantes devido as mudancas epigenéticas, reconheceria o outro como estranho,
usando mecanismos de autoreconhecimento celular para a separacdo das massas
celulares.

3 — OAVS e gemelaridade tendo uma causa comum — Sendo a gemelaridade
monozigotica um “erro” do desenvolvimento precoce, Hall (2003) sugere que a
fertilizacdo de um ovo “velho” leve a uma fratura da zona pelucida, dividindo o
blastocisto em dois. Além disto, o citoplasma deste “ovo velho” poderia ndo ser
suficiente para o aporte nutricional, causando um atraso ou erro na programacéao de
desenvolvimento. Estes erros foram demonstrados em anfibios e sdo: duplicagdes
axiais principalmente no polo cefalico, deficiéncias na organogénese (acro e
microcefalia), polimelia e polidactilia e falha na diferenciacédo de varios sistemas e

orgaos (Blandau, 1954).
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De fato, Barisic et al. (2014) encontraram uma associagéo cinco vezes maior
de nascimentos multiplos, entre os pacientes com OAVS, do que na populacio
controle e discutiram a associagao de técnicas de reprodugao assistida com idade
materna avang¢ada e com dificuldades reprodutivas, nestes casos.

Outro fator ja consistentemente associado com o espectro, é o uso de agentes
vasoativos, que estariam relacionados a hipotese da patogénese disruptiva nesta
condicdo. Acredita-se que um disturbio vascular no suprimento da crista neural, deva
ser responsavel pela origem do quadro, interferindo no desenvolvimento dos arcos
faringeos (Poswillo et al., 1973). A droga deste grupo mais claramente associada com
OAVS é a pseudoefedrina. Outras drogas como o acido retinoico também ja estéo
bem estabelecidos com malformagdes craniofaciais e de orelha. Manifestacdes
graves no OAVS, também foram encontradas em fetos expostos a cocaina (Lessick
et al., 1991).

Em um estudo epidemioldgico de 239 pacientes e 854 controles, fatores como:
baixo peso ao nascer, baixa renda familiar, mae com baixo indice de massa corporal
e etnia indigena ou latino-americana, foram estabelecidos como fatores de risco
(Werler et al., 2004).

3.1.4.2 Alteragoes citogenémicas

Na literatura, a predisposigédo genética para o espectro tem ganhado énfase. A
heranga mendeliana foi observada pela anélise de segregagao em familias com OAVS
(Kaye et al., 1992; Tasse et al., 2007; Goodin et al., 2009). Recentemente, Rooryck et
al. (2009) e Beleza-Meireles et al. (2015) identificaram nas coortes estudadas 12% e
31% de casos familiais, respectivamente. Contudo, devemos considerar a heranca
mendeliana para casos familiais e a heranga poligénica ou multifatorial para os casos
esporadicos.

Com o advento da citogenética classica e molecular, diferentes regidoes
cromossOmicas foram identificadas como sendo candidatas para a etiologia da
doenca em pacientes OAVS (Rooryck et al., 2009; Rooryck et al., 2010; Brun et al.,
2012; Ballesta-Martinez et al., 2013; Gimelli et al., 2013; Beleza-Meireles et al., 2014;
Zielinski et al., 2014; Beleza-Meireles et al., 2015; Guida et al., 2015).
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Alteragbes cromossOmicas das mais diversas, foram descritas: trissomias em
mosaico dos cromossomos 7, 8, 9, 10p, 22 (Miller et al., 2001; Ravel et al., 2001;
Dabir, Morrison, 2006); delecbes em 1p22, 2p31.1, 5p14, 12p13.33, 18p, 22q11
(Derbent et al., 2003; Ala-Mello et al., 2008; Callier et al., 2008; Xu et al., 2008; Digilio
et al., 2009; Lafay-Cousin et al., 2009; Rooryck et al., 2009); inversdo do cromossomo
14(p11.2922.3) (Northup et al., 2010); duplicagdo 14923.1 (Ballesta-Martinez et al.,
2013; Zielinski et al., 2014); duplicagéo 22q (Quintero-Rivera, Martinez-Agosto, 2013);
translocacao(5;8)(p15.31;p23.1) (Josifova et al., 2004); translocacao (11;22)(923;q11)
(Balci et al., 2006) e aneuploidia do cromossomo X (Poonawalla et al., 1980; Garavelli
et al., 1999; Rao et al.,, 2005). A maioria destas alteracbes cromossémicas s&o
paciente-especificas, porém algumas foram recorrentes, como as delegcées em 5p15
(Ladekarl, 1968; Josifova et al., 2004; Descartes, 2006; Ala-Mello et al., 2008), as
delecbdes em 12p13.33 (Rooryck et al., 2009; Abdelmoity et al., 2011), as duplica¢des
em 14923.1 (Ou et al., 2008; Ballesta-Martinez et al., 2013), a trissomia em mosaico
do cromossomo 9 (Wilson & Barr, 1983; de Ravel et al., 2001), alteracbes no
cromossomo 22 (Herman et al.,1988; Kobrynski et al., 1993; Pridjian et al.,1995;
Hathout et al., 1998; Derbent et al., 2003; Balci et al., 2006; Jackson et al., 2007; Xu
et al., 2008; Digilio et al., 2009; Lafay-Cousin et al., 2009; Rosa et al., 2010; Tan et al.,
2011; Quintero-Rivera, Martinez-Agosto, 2013; Torti et al., 2013; dos Santos et al.,
2014; Beleza-Meireles et al., 2015; Colovati et al., 2016) e aneuploidias do
cromossomo X (Poonawalla et al., 1980; Garavelli et al., 1999; Rao et al., 2005) que
estdo implicadas a uma série de casos (Huang et al., 2010).

Microdelecdes ou microduplicagdes, que sao variagdes no numero de copias
(CNV, do inglés copy number variation) do genoma e envolvem segmentos de DNA
maiores que 1 kb, sdo frequentes na populacdo e neutras quanto a funcéo, nao
resultando necessariamente em alteragcées fenotipicas. Algumas delas conferem
diferengas no fenétipo, ao alterarem o numero de cdpias de genes sensiveis a dose,
Ou romperem genes, ou criarem genes quimericos ou ainda, alterarem a regulagao da
transcricdo génica. Portanto, essas alteracbes no numero de copias podem ser
benignas ou patogénicas dependendo da relagdo com as doencas humanas (Low et
al., 2016; Mlynarski et al., 2016).

Rooryck et al. (2010) analisaram 86 pacientes com OAVS através de array-

CGH e como resultado obtiveram anormalidades cromossdmicas nao recorrentes (4
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delecdes e 8 duplicacdes, de 2,7 kb a 2,3 Mb) em 11 pacientes com caracteriscticas
adicionais ao quadro clinico, como anomalias congénitas multiplas e /ou atraso no
desenvolvimento. Assim, sustenta-se a hipotese de que a heterogeneidade genética
existe nesta doenca, e que diferentes causas patogénicas podem concorrer, incluindo
mecanismos singulares como a heranga epigenética.

Anteriormente, um grupo de pacientes apresentando sobreposigao clinica com
OAVS havia sido descrito, mostrando mutagbées em SALL7 (16912.1) ou TCOF1
(5932-g33), os genes responsaveis pela sindrome de Townes-Brocks (Keegan et al.,
2001) e sindrome de Treacher Collins (Su et al., 2007) respectivamente e que também
estdo relacionados com alteragdes dos primeiro e segundo arcos faringeos.

Kosaki et al. (2007) estudaram uma paciente com fenétipo compativel com a
Sindrome de Goldenhar e identificaram a mutacdo L419X do gene SALLT.

Posteriormente, Goodin et al. (2009) analisaram os genes EYA17 (8q13.3) e
SALL1 em trés familias com espectro OAVS e com heranga autossémica dominante
e obtiveram resultados normais. Os autores referem que estas familias sao
fenotipicamente diferentes das sindromes com caracteristicas clinicas similares, como
a sindrome BOR e a sindrome Townes-Brocks, causadas por mutagdes nos dois
genes pesquisados, respectivamente.

Huang et al (2010) conduziram um estudo genético em trés gera¢des de uma
familia, sendo cinco pacientes com OAVS. Os estudos citogenéticos e pesquisa das
mutacdes nos genes SALL1 e TCOF1 resultaram normais. A analise do numero de
copias ndo revelou uma causa gendmica para esta doencga, mas sugeriu que esta
pode ser induzida por pequenas CNVs.

Muitos estudos moleculares foram conduzidos, envolvendo regides associadas
com OAVS (Keegan et al., 2001; Fischer et al., 2006; Xu, Fan, Siu, 2008; Digilio et al.,
2009; Rooryck et al., 2009 e 2010; Huang et al., 2010; Tan et al., 2010 e 2011; Brun
et al., 2012; Ballesta-Martinez et al., 2013; Gimelli et al., 2013; Zielinski et al., 2014;
Beleza-Meireles et al., 2014 e 2015; Guida et al., 2015), mas, até entdo, um gene
especifico ndo havia sido definido para o espectro. O uso sistematico de técnicas
citogenOdmicas e estudos moleculares em tais pacientes, tém identificado regides com
variagdes no genoma e, portanto, genes potencialmente envolvidos na etiologia da

doencga. Recentemente, Lopez et al. (2016) publicaram um artigo em que descrevem
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uma mutagao no gene MYT1 (20p13.33), como provavel causa rara em pacientes com
OAVS.

3.1.4.2.1 Cromossomo 5

O primeiro paciente apresentando, concomitantemente, caracteristicas da
sindrome de Goldenhar e da sindrome de cri-du-chat, associada a delegao 5p, foi
relatado em 1968, por Laderkarl. Posteriormente, Neu et al. (1982) e Choong et al.
(2003) relataram novos pacientes com a mesma associagao.

A associacdo do fendtipo Goldenhar a uma translocagdo aparentemente
equilibrada (5p;8p) foi relatada em dois irm&os. A translocagao de origem paterna,
t(5;8)(p15.31;p23.1)pat, resultou em monossomia da regido 5p15.31-pter e trissomia
da regidao 8p23.2-pter (Josifova et al, 2004). O sexto caso de delegao 5p15.33-pter e
fendtipo OAVS foi descrito por Descartes, em 2006.

Ala-Mello et al. (2008) descreveram uma paciente com caracteristicas da
sindrome de Goldenhar e um rearranjo complexo 45,XX,inv(2)(q32937)mat,
dic(5;21)(p15.3;g22.3) “de novo”, que resultou em uma delegcdo terminal 5p, uma
delecédo terminal 21q e uma duplicagdo 21922.11-g22.12, analisados por FISH e
cariotipagem molecular.

Com a utilizacdo do SNP array, Huang et al. (2010), encontraram uma delegao
de 1Mb em 5q13.2, contendo 17 genes, incluindo BIR1C e OCLN, que estédo
envolvidos na apoptose e cuja haploinsuficiéncia pode ter contribuido para o fenétipo
OAVS da paciente estudada. Esses achados reforcam a importancia dessa regiao

gendmica nos casos de GS/OAVS.

3.1.4.2.2 Cromossomo 14

Estudos genéticos de ligagdo em uma familia, sugeriram um Jlocus em 14q32
para o OAVS. Este locus inclui o gene GSC, um candidato para a microssomia
hemifacial, porém nenhuma mutagao neste gene foi encontrada nos pacientes dessa
familia com microssomia hemifacial de heranga autossémica dominante (Kelberman
et al., 2001). Acredita-se que GSC atue como ativador transcripcional necessario para

o desenvolvimento craniofacial (Shao et al., 2016).
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Um paciente com sindrome branquiotorenal (BOR) e caracteristicas do
espectro OAV e seu pai, que possuia algumas alteragcdes fenotipicas e deficiéncia
intelectual, foram analisados por técnica de array, que revelou uma duplicagdo em
14q22.3-gq23.3 e delegao da sequéncia 13921.31-g21.32 paterna. Os autores, Ou et
al. (2008) sugeriram que o aumento nas dosagens dos genes SIX7, SIX6 ou OTX2
poderiam ser responsaveis pelas caracteristicas BOR e OAVS-like nesta familia.

Northup et al. (2010) identificaram uma inversao pericéntrica no cromossomo
14, inv(14)(p11.2922.3), em uma paciente com OAVS. Esta havia sido herdada da
mae fenotipicamente normal. Com base nos estudos de ligagdo, mapeando 14q em
casos OAVS, os autores propdem que o ponto de quebra na regido 14q da paciente
em questao causou a rutura de um gene candidato para OAVS resultando em seu

fendtipo clinico.

3.1.4.2.3 Cromossomo 4

Um paciente com OAVS e uma alteragdo cromossOmica por translocagao
envolvendo os cromossomos 4 e 8, t(4;8)(p15.3;924.1), foi previamente relatado por
Ladecke et al. (1999). Fischer et al. (2006) mostraram que o ponto de quebra nessa
translocacao estava 76,4 kb distal ao gene BAPX1, mapeado no cromossomo 4. Os
autores sequenciaram esse gene em 105 pacientes com fendtipo OAVS, mas
nenhuma mutacgao foi encontrada, porém a analise quantitativa da expressao alélica
do gene nos fibroblastos de 12 desses pacientes, revelou expressdo anormal do gene
BAPX1 em cinco deles, tendo sido sugerido que uma desregulagao epigenética desse

gene seria um possivel mecanismo patogénico para a doenca.

3.1.4.2.4 Cromossomo 22

O fendtipo OAVS foi associado as alteragdes do cromossomo 22, por Antle et
al. (1990), Kobrynski et al. (1993), Biesecker et al. (1995) e Balci et al. (2006), que
estudaram pacientes com trissomia completa, parcial e rearranjos cromossémicos do
cromossomo 22. Também foi observada, a trissomia do cromossomo 22 em mosaico
(Pridjian et al., 1995; De Ravel et al., 2001).
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A alta frequéncia de alteragdes envolvendo o cromossomo 22 no OAVS tem
sugerido que a regidao genémica 22911 esteja relacionada a etiologia da sindrome.
Esta regido é vulneravel a multiplos rearranjos por ser flanqueada por low copy repeats
(LCR), também conhecidas como duplicagdes segmentais (Shaikh et al., 2000;
Stankiewicz e Lupski, 2002) e que podem causar instabilidade gendmica, predispondo
a CNVs e resultando em delegbes ou duplicacbes do segmento genémico nesse
locus, com consequente aumento ou diminuicdo da dosagem génica (Shaikh et al.,
2001; Stankiewicz e Lupski, 2010).

A sindrome cat-eye e as sindromes de microdelecdo/microduplicagdo 22g11
estdo associadas a rearranjos nesta regido. Em 1998, Hathout et al. relataram a
sindrome da duplicagdo 22q11 associada com fenotipo OAVS. Rosa et al. (2010)
verificaram em um dos pacientes de sua amostra de pacientes com OAVS, um
cromossomo marcador adicional semelhante a um dicéntrico do 22, sendo o primeiro
caso na literatura sugestivo da associagao da sindrome de Goldenhar com a sindrome
cat-eye, causada pela tetrassomia parcial 22q11. Outros dois casos de pacientes
apresentando fendtipo do OAVS, sindrome cat-eye e duplicagcdo da regido
22q11.1911.21 foram relatados na literatura e confirmados por array genémico
(Quintero-Rivera & Martinez-Agosto, 2013; Torti et al., 2013).

Em recente estudo, Beleza-Meireles et al (2015) encontraram CNVs da regido
22q11 em 10 dos 22 casos estudados com OAVS e nao excluem o potencial
patogénico das CNVs polimorficas em pacientes OAVS, mesmo que alguns
segmentos dessa regido estejam duplicados ou deletados na populagdo normal, pela
alta prevaléncia dessa variante em sua amostra quando comparada com a frequéncia
reportada no DGV.

Varios pacientes com caracteristicas clinicas do OAVS apresentam diagnéstico
clinico da sindrome de DiGeorge/velo-cardio-facial e/ou sindrome da microdelegao
22q11.2, incluindo anormalidades de orelha com apéndices pré-auriculares (Ryan et
al., 1997; McDonald-McGinn et al., 1999), perda auditiva (Ryan et al., 1997; Digilio et
al., 2009), malformagdes vertebrais cervicais (Ming et al., 1997), defeitos cardiacos
conotruncais (Digilio et al., 2005; Torti et al.,, 2013; dos Santos et al.,, 2014),
malformagdes renais (Devriendt et al., 1996), dificuldades respiratérias e de degluticao
(Ryan et al., 1997; Eicher et al., 2000). Microtia com atresia aural (Derbent et al., 2003)

ou microftalmia com assimetria facial também foram descritas esporadicamente
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(Beemer et al.,, 1986). Todos estes quadros clinicos apresentam caracteristicas
comuns e fazem parte do diagnéstico diferencial do OAVS.

As hipéteses para uma patogénese comum destes quadros sédo defendidas por
diferentes autores:

- A migrac&o anormal de células da crista neural (Lammer et al., 1985; Lammer
& Opitz, 1986; Van Mierop & Kutsche, 1986; Kirby & Waldo, 1990);

- A ocorréncia de uma anomalia de desenvolvimento precoce na vascularizagao
embrionaria (Shprintzen, 2005);

- Ainterrupgao da interagao de elementos regulatérios préximos ao loci 22q11
deletado tendo efeito na reorganizagdo da cromatina, comprometendo a expresséo
génica durante o desenvolvimento embrionario e contribuindo para a variabilidade
fenotipica da doenca (Zeitz et al., 2013).

Apesar dos diversos relatos de fendtipo da sindrome de Goldenhar/OAVS com
delecéo distal 22q11 (Jackson et al., 2007; Xu et al., 2008; Lafay-Cousin et al., 2009;
Tan et al., 2011; Torti et al., 2013; dos Santos et al., 2014; Colovati et al., 2016), nao
se explicariam os multiplos casos de microdelec¢ao envolvendo a regiao 22g11.2 distal,
mas sem o fenétipo OAVS. As possibilidades apontadas por Tan et al., em 2011 foram:

- O aparecimento de uma mutacao recessiva oculta no alelo nao deletado;

- Modificagdes epigenéticas;

- Alelos modificadores na banda cromossOmica 22q11.2;

- Fatores ambientais

3.1.4.5 Genes candidatos para OAVS

Uma vez que se sabe que a fisiopatologia da sindrome esta ligada ao
desenvolvimento dos arcos faringeos, alteracdbes em genes “alvo” e reguladores
transcripcionais, que podem alterar a programacéo genética no desenvolvimento
destas estruturas, devem ser investigadas, para compreendermos melhor a interagéo

e acao desses genes no fenodtipo OAVS.

Os arcos faringeos comegam a se desenvolver no inicio da quarta semana
de gestacao, quando as células da crista neural dos rombdmeros do rombencéfalo
migram para a regido da futura cabega e pescogo. Apesar de sua origem

neuroectodérmica, as células da crista neural sdo primordiais para a formag¢ao do
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mesénquima da cabega e pescogo. Ao final da quarta semana, 4 pares de arcos
faringeos, numerados em sequéncia cefalo-caudal, sdo visiveis e separados uns dos
outros por fendas ou sulcos faringeos. O primeiro arco faringeo ou mandibular forma
a saliéncia maxilar que origina a maxila, o 0sso zigomatico e o 0sso temporal e a
saliéncia mandibular que forma a mandibula, o martelo, a bigorna, ligamento anterior
do martelo e ligamento esfenomandibular. Os arcos faringeos sao constituidos, a
principio, por um eixo de mesénquima e da ectoderme. Este mesénquima provém
das células da crista neural, que migraram e sua diferenciagdo em mesénquima
(transformacao epiteliomesenquimal) é regulada por genes homeobox e fatores
sinalizadores (SHH em 7q36.3, DLX5 e DLX6 em 7q21.3, FOXD3 em 1p31.3, SNAIL3
em 8q11.2, SOX9 em 17q24.3 e SOX10 em 22q13, Ednra em 4q31.22, efirinas, vias
de sinalizagao Notch, proteinas WNT e fatores de crescimento de fibroblastos (FGF)
entre outros). Cada arco € composto por células que originardo componentes
vasculares, musculares, esqueléticos e nervosos, que formarao a cabecga e o pescogo
(Carlson, 2014; Moore, Persaud, 2016).

Mais de 511 genes ligados a alteracbes na morfologia craniofacial sao

conhecidos hoje (Brunskill et al., 2015).

Diferencas estatisticamente significantes na expresséo de genes envolvidos
na via Nodal (via de sinalizacdo Notch) foram demonstradas por Nicot et al. (2014).
Estes genes sdo determinantes no desenvolvimento do aparato faringeo: NOMO1,
NOMO2, NOMO3 (16p) (moduladores da via), ACTR1A (10q12), ACTR2 (2p14)
(ativador downstream da sinalizagdo da via na organogénese), SMAD2 (18q12),
SMAD3 (15922), SMAD4 (18912), USP9X (Xp11) (mediadores positivos
intracelulares da via) e PPM1A (14g23) (mediador intracelular negativo da via). O
gene PITX2 (4g25), que esta envolvido na via de sinalizagdo da determinagao direita-
esquerda durante a embriogénese, também é importante para o adequado
desenvolvimento craniofacial (Nicot et al., 2014).

Alasti et al. (2008) observaram mutag¢des na regido codificante de HOXA2
(7p15) em pacientes com fendtipo de microtia. Novos achados em modelos animais
corroboram esta observagao (Minoux et al., 2013), como a anotia em ratos knockout
para Hoxa2. O gene HOXAZ2 codifica um fator de transcricdo expresso no
mesénquima do segundo arco faringeo e é considerado o regulador chave do

desenvolvimento desta estrutura. Além disso, o gene HoxaZ2 contribui e mantém a
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expressao, no segundo arco faringeo, do GSC (14932.13), um gene homeobox do
complexo regulatério da diferenciacdo de segmentos do plano corpéreo dos
invertebrados (Grammatopoulos et al., 2000; Copf et al., 2006). As mutagdes que
alteram a expressao de Hoxa2 no mesénquima do segundo arco faringeo podem
resultar tanto em microtia como em apéndices pré-auriculares (Minoux et al., 2013),

achados comuns no OAVS.

A identificacdo de variantes do locus 4p15.32-4p16.2 associadas a
susceptibilidade para microtia bilateral isolada demonstrou 38 variantes das regides
codificantes dos genes EVC (4p16.2), envolvido no desenvolvimento da cartilagem e
dos genes NKX3-2 (4p15.33) e HMX1 (4p16.1), envolvidos na regulagdo da
expressdo de genes, que direcionam a formagdo de estruturas faciais na

embriogénese (Li et al., 2014).

Estudos em camundongos demonstraram que os genes Bmp4, Bmp5 e Tsg
sdo importantes para a proliferagcao e diferenciagao celular na cartilagem auricular,
porém nao séo especificos (Minoux et al., 2013). Quando rompidos, desencadearam
o fendtipo de microtia, como nas sindromes LAMM (do inglés, deafness with
labyrinthine aplasia, microtia, and microdontia), Miller, BOF (do inglés,
Branchiooculofacial), CHARGE (do inglés, Coloboma, Heart Anomaly, Choanal
Atresia, Retardation, Genital And Ear Anomalies) e sindrome de Treacher-Collins.

O gene SALL1(16g12) e seu produto interagem com outros genes SIX1
(14923.1), SIX5 (19913.3) e EYA1 (89q13.3) e seus produtos na sindrome
braquiootorenal. Em camundongos, estes genes atuam no desenvolvimento
craniofacial como reguladores upstream do FGF8 (10g24.32), onde ocorre a
sinalizagdo para a secregao dos fatores de crescimento, durante a migracao das

células da crista neural (Guo et al., 2011).

Recentemente, mutagdes no gene MYT1 (20913.33) foram propostas como
responsaveis pela sindrome de Goldenhar (Lopez et al., 2016). Este gene foi descrito
em 2007 por Wang como codificador do fator 1 de transcricdo da mielina, altamente
expresso em tecidos de desenvolvimento neural e no pancreas. Lopez et al. (2016)
demonstraram que a superexpressao do gene MYT71 causa uma reducdo da

regulagéo da via de metabolismo do acido retinoico.

Técnicas moleculares mais recentes permitiram a identificagdo de regides

com genes candidatos como: 12p13.33, incluindo o gene WNT5B, duplicagbes
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14922.3, incluindo o gene OTX2 e diferentes alteragdes no cromossomo 22,
principalmente delecgdes e duplicagdes 22q11.2, incluindo os genes YPEL1 e ERK2
(Rooryck et al., 2009; Abdelmoity et al., 2011; Zielinski et al., 2014).

A hipotese de que a regido 22q11 contenha genes importantes para o
desenvolvimento craniofacial € reforcada pelos muitos relatos de pacientes com
OAVS com alta frequéncia de CNVs mais raras (duplicagdo ou delegéo) nessa regiao,
que poderiam alterar o numero de cépias de genes sensiveis a dose ou por efeito de
posicao (Beleza-Meireles et al., 2015).

A diferenciacéo dos arcos faringeos, incluindo o precursor do tecido da orelha,
€ controlada pelo desenvolvimento de células da crista neural (Carlson, 2014; Moore,
Persaud, 2016) e por alguns genes localizados no interior da 'regido critica' 22q11.2,
incluindo TBX1 e UFD1L, que sao especificamente expressos durante a
embriogénese na orelha primordial (Pizzuti et al., 1997; Yamagishi et al., 1999; Vitelli
et al., 2003; Raft et al., 2004). Quando o TBX1 esta deletado, pode ocorrer alteragéo
da orelha média com pavilhdo malformado, auséncia da céclea ou do sistema
vestibular (Vitelli et al, 2003; Raft et al, 2004). A haploinsuficiéncia de TBX1 também
pode causar malformacao da coluna vertebral (Chapman et al, 1996; Ming et al, 1997).

Newbern et al. (2008), mostraram que a expressdo de ERK2 ou MAPK1
(22911.2) estava reduzida em linhagens celulares derivadas de pacientes com
microdelecao distal 22q11. Em ratos, a inativagao ou dele¢cdo de ERK2 resultou em
defeitos craniofaciais, como maxilar curto, mandibula hipoplasica e fenda palatina,
além de presenga variavel de defeitos cardiovasculares. Parada et al. (2015)
postularam que a ruptura da sinalizacdo ERK/MAPK interrompe a migragao das
células da crista neural na regido craniofacial.

Em 2009, Lafay-Cousin et al. diagnosticaram uma crianga com fenétipo da
sindrome de Goldenhar, que desenvolveu um tumor rabddide teratdide atipico no
cérebro. Este tumor se manifestou, porque o paciente apresentava uma delegao distal
de 2,7 Mb, na regido cromossdmica 22g11.2, que incluia o gene supressor tumoral
INIT/SMARCB1. Esta regidao era mais proximal e parcialmente sobreposta a regido
deletada para DG/VCFS e a delegédo encontrada no paciente de Xu et al (2008).

Tan et al (2011) descreveram cinco pacientes com alteragbes no numero de
copias afetando a regido distal do cromossomo 22q11.2. Eles incluiram novas

alteracbes fenotipicas associadas a sindrome de microdelecédo ou microduplicacao
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22q11.2 distal. No grupo estudado, incluem o terceiro paciente com microdelegéo
22q11.2 distal de novo, de aproximadamente 3.2 Mb das LCR22-4 a LCR22-2, e
sindrome de Goldenhar, incluindo os genes YPEL1, ERK2, PRAME, TOP38, BRC e
INIT.

Na regido distal de 22g11.2, temos o gene YPEL1, que € expresso nos arcos
faringeos e, em modelos zebrafish knockout para este gene, apresentaram grandes
defeitos na cartilagem craniofacial (Aerts et al., 2006). Posterirormente, em 2015, Tan
et al. demostraram em modelos de aves, que a expressao de YPEL1 é regulada pela
sinalizacdo de proteinas 6sseas morfogenéticas e postularam um papel para esse
gene na patogénese das alteragbes craniofaciais observadas em humanos com
delegdes ou duplicagdes distais da regidao cromossdémica 22q11.2.

A regidao minima de sobreposic¢ao entre os pacientes de Xu et al. (2008), Lafay-
Cousin et al. (2009) e Tan et al. (2011) contém 16 genes, incluindo os genes
ERK2/MAPK1 e YPELT1.

O gene Crkl, localizado em 22q11, tem sido relacionado aos eventos de
sinalizagao no desenvolvimento dos arcos faringeos, podendo ser um candidato para
os dismorfismos craniofaciais. Miller et al (2014) demonstraram que a delecéo de Crkl
em camundongos mutantes, altera duas importantes vias de sinaliza¢gdes na migragéo
e diferenciagao das células da crista neural durante a embriogénese dos 1° e 2° arcos

faringeos.
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4 CASUISTICA E METODOS

4. 1 Pacientes estudados

Os pacientes desta casuistica foram selecionados a partir banco de dados de
pacientes do Centro de Genética Médica da UNIFESP, construido desde a criagao do
Centro, em 1995 e encaminhados por diferentes servigos ambulatoriais, incluindo o
Instituto da Crianga da Faculdade de Medicina da USP. Apenas um paciente

abandonou o estudo por ndo querer continuar a pesquisa molecular.

4.1.1 Critérios de inclusao

Apresentar, pelo menos, microssomia hemifacial com microtia, e/ou apéndices
e/ou fossetas pré-auriculares unilaterais ou bilaterais de forma assimétrica. Estes
critérios foram definidos, por serem preponderantes nos diferentes trabalhos da

literatura.

4.1.2 Critérios de exclusao

a. Pacientes que apresentam comprometimento auricular bilateral simétrico;

b. Pacientes com comprometimento de sistema esquelético, exceto costelas e
vértebras

c. Pacientes com diagnéstico de sindromes cromossémicas por cariétipo com
bandas G;

Estes critérios foram definidos, na tentativa de diminuir a contaminagédo da
amostra por outras sindromes com caracteristicas comuns com critérios clinicos ou
etiologicos ja bem definidos.

Apobs o preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
1), aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da UNIFESP-EPM - CEP 66348
(Anexo 2), foi aplicado o protocolo clinico preparado para este estudo (Anexo 3).

Todos os pacientes foram fotografados e foram solicitados exames
complementares, na busca das principais alteragdes associadas: radiografias (RX) de

cranio e coluna, audiometria e imitanciometria, avaliagcdo oftalmolégica e
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otorrinolaringologica, tomografia de ossos temporais, ecocardiograma e

ultrassonogragia (US) renal.

4.1. 3 Fluxograma (vide anexo 4)

4. 2 Métodos

4. 2.1 Estudo citogenético e molecular

Os pacientes foram estudados por meio de técnicas de citogenética classica e
molecular.

Essas metodologias foram realizadas no Laboratério de Genética “Heleneide
Resende de Souza Nazareth” da Disciplina de Genética do Departamento de
Morfologia e Genética da UNIFESP, pela doutora Mileny Esbravatti Stephano

Colovati.

4. 2.2 Coleta de material

Foi coletado sangue periférico dos individuos em estudo, em dois diferentes
frascos: um contendo Liquemine®, para a realizagdo do estudo citogenético e um

contendo EDTA para a extragédo de DNA.

4. 2.3 Estudo citogenético

4. 2.3.1 Cultura de linfécitos do sangue periférico

As culturas de linfocitos foram realizadas, segundo modificagdo da técnica de
Moorhead et al. (1960) e o bandamento G realizado segundo modificagdo da técnica
descrita por Sanchez et al. (1973). De cada individuo foram analisadas 20 metafases
sob bandamento G, com resolucéo de 400 a 550 bandas cromossdmicas, sendo estas
capturadas pelo Sistema de Imagem de Cariotipo lkaros Metasystem® para

documentacgao.
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4. 2.4 Estudo molecular

4. 2.4.1 Extracao do DNA

O DNA foi extraido segundo as instrugdes do fabricante, utilizando o Gentra
Puregene kit (Qiagen-Sciences, Maryland, USA), sendo a qualidade e concentragéo
do DNA determinadas em espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000, Thermo

Technologies).

4.2.4.2 Técnica de array

A técnica de array genbmico foi realizada seguindo protocolo Affymetrix
Genome-Wide Human SNP array kit, com resolugdo SNP Array 6.0, SNP Array 750K
ou SNP Array HD (Affymetrix Inc.®, Santa Clara, CA, USA).

Os procedimentos foram realizados em colaboragdo com o laboratério do Core
Facility da Associagdo Fundo de Incentivo a Psicofarmacologia (AFIP), de
acordo com as instrugcdes presentes nos protocolos do fabricante
(http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/cyto_assay usermanual.pdf
) € os dados analisados, utilizando-se software Affymetrix® Chromosome Analysis
Suite (ChAS).

4.2.4.2.1 Critério de analise do array genémico

Os dados obtidos das variagdes no numero de copias (CNVs) foram analisados
com uma resolucédo de 200 kb para ganhos e 150 kb para perdas cromossémicas,
com no minimo 25 marcadores. O genoma de referéncia utilizado foi o Genome
Reference Consortium GRCh37 de Fevereiro de 2009 (GRCh37/hg19). A correlagao
dos resultados citogendmicos obtidos com o fenétipo dos pacientes foi realizada de
acordo com os dados de bases disponiveis na internet, como:

NCBI — National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

PUBMED - National Library of Medicine (http://www.ncbi.nIlm.nih.gov/pubmed)



http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/cyto_assay_usermanual.pdf
http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/cyto_assay_usermanual.pdf
http://media.affymetrix.com/support/downloads/manuals/cyto_assay_usermanual.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim),
USCS - University of California Santa Cruz Genome Browser and Database

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

DGV - Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation/),

DECIPHER — Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using
Ensembl Resources (http://decipher.sanger.ac.uk).
BANCO DE CNVs UNIFESP- Registro de dados formado de amostras de pacientes

normais brasileiros utilizado em diferentes estudos da UNIFESP.

O fluxograma abaixo demonstra os critérios utilizados para a classificagdo da

CNV em benigna, patogénica ou provavelmente patogénica.

CNV
checar bases de dados publicas
de individuoscontrolesz 3

sim -~ “.._ndo

CMV benigna sindromes bem conhecidas ou
genesassociadosasindromes?
sim_~ “~._ndo

&= =5

CNV patogénica CNV potencialmente patogénica

checar heranga, tamanho, conteudogénico

de novo _— —— herdado
— ? “pais sauddveis ?

CNV provavelmente patogénica significade clinico desconhecido sim _~ _ ndo

‘ CNV provavelmente benigna CNV provavelmente patogénica

| Checar bases de dados: DECIPHER, ECARUCA, ClinVar para verificar sobreposicdo com os pacientes |

A relevéncia clinica pode ser determinada quando a CNV é cbservada em
pacientes fenctipicamente concordante ou em individuos saudaveis

Figura 4. Critérios para a classificacao das variantes consideradas benignas, provavelmente
benignas, patogénicas ou provavelmente patogénicas (Adaptado de Gijsbers et al., 2011 em Colovati,
2016).


http://genome.ucsc.edu/
http://projects.tcag.ca/variation/
http://decipher.sanger.ac.uk/
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacgao Clinica

Os critérios de inclusédo e exclusdo foram escolhidos, baseados na
compreensao do OAVS como um continuo de sindromes do primeiro e segundo arcos
faringeos, em que a microtia e a hipoplasia mandibular unilateral seriam a
manifestagdo primaria e menos grave conforme descrito pelos autores no item 3.1
deste estudo (Gorlin et al., 1963; Alasti, Van Camp, 2009; Huang et al., 2010; Johnson
et al., 2011). Além disso, este foi, em nosso levantamento, o critério minimo mais
utilizado nos trabalhos consultados. Esta escolha visou delimitar a variabilidade do
espectro, embora ndo excluindo anomalias em outros 6rgédos, exceto sistema
esquelético.

ApOs a avaliagao detalhada, foram excluidos:

- trés pacientes (uma familia), tendo sido confirmado o diagndstico molecular (gene
GDF6) da Sindrome de Klippel-Feil (OMIM #118100) e uma paciente com pequeno
sulco na ponta do nariz, com mutacéo no gene FREM1 (OMIM #608980 — Sindrome
do Nariz bifido com ou sem anomalias anoretais e renais), cujos diagnoésticos
moleculares foram realizados através de analise do exoma no Johns Hopkins
Medicine, unidade médica e cientifica da Johns Hopkins University School of Medicine
e do The Johns Hopkins Hospital and Health System, em Baltimore nos EUA, pela
Profa. Dra. Nara Lygia De Macena Sobreira, através de parceria cientifica para
elucidacao de genes de sindromes sem definicdo molecular.

- Um paciente apresentando alteragbes dos membros superiores (malformagéao radial)
-Uma paciente que apresentou mosaico cromossémico com tetrassomia do
cromossomo 22q ao caridtipo convencional, conforme critérios de exclusao
determinados no projeto.

Consideramos, portanto, 72 pacientes, com idades entre 0-52 anos, sendo
39/72 (54%) do sexo masculino e 33/72 (46%) do sexo feminino.

Dos 72 pacientes, 16/72 casos (22%) tinham historia familial de sinais clinicos
de OAVS. Destes, um par de irmaos gémeos, um caso de duas primas, um caso de
mae e duas filhas e um par de irmas, todos os afetados, entraram para a amostra

como probandos.
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Em outra familia com méae, filha, tia materna, avd materna afetadas, somente
mae e filha foram incluidas como probandas, pois os demais afetados ndo preenchiam
todos os critérios para sua inclusao. Apesar disto, também foi realizada a coleta e a
investigagcao molecular de todos.

No caso de uma familia com crianga, mae, avé materna e tio materno afetados,
somente a crianga entrou como propédsito. Esta familia era de origem coreana, e por
questdes culturais, nao foram permitidas fotos dos afetados adultos. Tivemos muitas
dificuldades de recruta-los, embora tenhamos conseguido a coleta de sangue para
investigacdo molecular especifica de todos.

Nos outros 3 casos familiais, 1 caso de primos maternos, outro de primos
paternos e dois casos de méae e filho, apenas um membro do par foi incluido como
probando, pois nos dois primeiros casos nao conseguimos contato com os respectivos
primos e nos casos das maes, estas nao preenchiam todos os critérios clinicos para
inclusdo, embora tenham sido estudadas do ponto de vista molecular.

No quadro 2, apresentamos os casos familiais com suas principais

caracteristicas fenotipicas, heredograma e fotos.
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Quadro 2: Histéria, heredograma e quadro clinico dos casos familiais

Imagem craniofacial

Familia HEREDOGRAMA Principais caracteristicas fenotipicas
Etnia indigena (guarani),
consanguinidade provavel,
apresentando microcefalia,
microssomia hemifacial a esquerda,
microtia | bilateral, apéndices pré-

12 auriculares bilaterais, dermoide
AP\iYmZ:?oS epibulbar a esquerda, r_nandl’bula
= = D=0 | peduena s ossa genaie rasa oo
M. 9a Ij l ¢ J i CP ["l"' é Iﬁ_—_o incompeténcia velofaringea e
| cardiopatia (refluxo aértico minimo
|£| [—Ij?) (5 [5 |£| [J_-I (5 em valva trivalvular). Ao RX: corpo
vertebral de C3 a C5 alterados,
. lr/ fusdo de T4 a T6, hemivértebra 1°
1 Aborto espontaneo 21 toracica e 4° lombar.
--------- Afetado Assimetria de face e apéndice
--------- Quadro psiquidtrico cutaneo no rosto, retirado
13 cirurgicamente. Ao exame:
AW.M.F.S assimetria facial, microtia | a
Segundo esquerda, mandibula pequena, e
Gemelar, cardiopatia (valva aodrtica bivalvular
M, 9a com refluxo minimo).
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26
P.V.HA
F, 8 a.

54
L.G.P
F,9m.

26

Sem consanguinidade, 2 abortos
espontaneos maternos e
hipertensé&o arterial gestacional. Ao
nascimento: derméide epibulbar,
coloboma de palpebra e apéndices
periorais. Ao exame: baixa estatura,
microssomia hemifacial a direita,
microtia | a esquerda, coloboma de
palpebra superior a E, apéndices
pré-auriculares e faciais bilaterais,
perda auditiva condutiva bilateral,
dermdéide epibulbar pregresso a E,
macrostomia, defeito de fechamento
posterior de C2 e C7, fusdo de 3° e
4° costelas a D, hemivértebra entre
L5 e S1, céclea malformada a E.

Prima da pac. 26, pais nao
consanguineos. Ao nascimento,
observados os apéndices
semelhantes aos da prima. Ao
exame: Microssomia hemifacial a E,
dermodide epibulbar a E, microtia | e
apéndice pré-auricular e perioral a
esquerda, perda auditiva condutiva
a E, micrognatia com ramo
mandibular E mais curto, cadeia
ossicular E deslocada e
“encarcerada” no 0sso petroso.
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Quadro Psiquiatrico
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0
!

Pais ndo consanguineos. Mae usou
Gardenal e medicamento para prevenir
meningite (sic) na gestagéo. Ao exame:
macrocrania, ADNPM, microssomia
hemifacial, microtia Ill e apéndices pré-
auriculares a direita, perda auditiva
condutiva moderada a direita, 6rbita D
maior, estrabismo com paralisia de
abducente a D, macrostomia com desvio
da comissura a D até a borda anteror do
masseter. Ao exame de TC:
alargamento do espacgo subaracnéideo e
proeminéncia do sistema ventricular
infra e supratentorial com hipersinal em
substancia branca peritrigonal,
correspondendo a mielinizagao tardia.
Ao exame de TOT: atresia de MAE a D,
cavidade timpanica e cadeia ossicular
deformada a D. RX de coluna revela
costela cervical

Irma mais velha da pac. 34, com
discreta assimetria facial, microtia | e
perda auditiva condutiva a direita,
hipoplasia e assimetria mandibular a D.

Mae de pac. 34 e 85, filha de ndo
consanguineos com assimetria facial,
microtia | e apéndices pré-auriculares a
direita, ramo mandibular D mais curto,
clavicula D bifurcada em sua porgao
proximal, fusdo de C2 e C3,
hemivértebra em T1 e anomalias de
costelas.
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Pais ndo consanguineos, 1AE materno,
mae etilista e tabagista. Anoxia
moderada ao nascimento. Ao exame:
Microcefalia, assimetria facial, microtia Il
a direita com agenesia de MAE,
malformacgao de coclea e semicirculares
a direita e microtia Il a E com apéndices
pré-auriculares bilaterais, perda auditiva

45 bilateral, hipertelorismo ocular,
C.SR estrabismo, microftalmia, micrognatia e
F, 8a fossa glenoide rasa com céndilo

incongruente, macrostomia, deficiéncia
intelectual grave, duplicacéo do sistema
calicial ao US renal.

4 L ‘ O L) Mirma mais velha da paciente 45. ITU no

O
I ] 3°trimestre, mae etilista e tabagista,
® ﬁﬁ O - /CZ Ij hipoglicemia ao nascimento,
laringomalacea e dificuldade de sucgéo.
¢ ‘ Ao exame: microcefalia, microssomia
/

hemifacial e microtia lll com agenesia de
MAE a D e microtia Il &4 E com
apéndices pré-auriculares e facial a
direita, perda auditiva neurosensorial

C486R bilateral, hipertelorismo com
F. g'a microftalmia, macrostomia, agaglionose

intestinal com vicio de rotagao,
deficiéncia intelectual, cardiopatia e
hipoatenuagéo de substancia branca ao
exame de TC
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Consanguinidade provavel, ascendéncia
coreana. Ao exame: assimetria facial
com paralisia periférica, microtia lll a
esquerda com atresia de MAE e
cavidade timpénica displasica com
malformacgao da cadeia ossicular e da
orelha interna, com hipoplasia do canal
semicircular lateral, aqueduto e janela
oval a E, perda auditiva neurosensorial
profunda a esquerda, ramo da
mandibula curto, macrostomia com
fenda terminal lateral na borda anterior
do masseter e cardiopatia (PCA)

-

Microssomia hemifacial a esquerda,
perda auditiva, microtia | com orificio
pré-auricular a esquerda, utero bicorno.

Nao autorizada

Microssomia hemifacial a esquerda
perda auditiva, orificio pré-auricular a
esquerda.

Nao autorizada

Microssomia hemifacial a direita com
auséncia do ramo da mandibula e anotia
a direita e perda auditiva.

Nao autorizada
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Pais ndo consanguineos, avo, bisavé e
tia materna também apresentam seio
pré-auricular e perda auditiva, mae
diabética e hipotireoidea, RCIU,
assimetria facial a esquerda, microtia | a
esquerda, perda auditiva mista,

22 M.L.S dermoide epibulbar, hipertelorismo,
Probanda, apéndices pré-auriculares a E,
mandibula pequena com ramo curto,
fenda palatina, atraso psicomotor,
cardiopatia (CIA, estenose pulmonar) e
alteragdes cerebrais (gliose

%] periventricular). Caracteristicas

fenotipicas da sindrome de Wolf -
Hirschhorn.

Casal ndo consanguineo, assimetria
facial a direita, microtia | a direita e

© oae seio pre-auricuiar fosseta pré-auricular a direita,
hipertelorismo, mandibula pequena, DA,
refluxo mitral minimo e tricuspide leve.

23 M.L.S

Mae
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Na avaliagc&o da historia gestacional dos 72 pacientes, foram relatados eventos
durante as gestagdes em 52/72 (72%). Destes, 3/72 casos foram de diabetes
gestacional (4%), um caso de diabetes tipo | e hipotireoidismo e um caso de hiperpara
tireoidismo.

Casos de infecgdes foram 29/72 (40%), sendo a infecgdo de trato urinario a
mais frequente, seguida por vulvovaginite e gripe, um caso de pneumonia, um de
pielonefrite € um de hepatite A.

Em 24/72 casos (33%) houve exposi¢cao a drogas ou medicamentos, sendo o
tabaco em 11/72 casos (15%), alcool em 7/72 casos (10%), drogas vasoativas em
7/72 casos (10%), um caso de ingestado de acido retindico manipulado, um caso de
uso de cocaina e de substancia abortiva, 13/72 casos (18%) tiveram exposicdes a
medicamentos diversos (antibiéticos, horménios, anticonvulsivantes).

Houve restricdo de crescimento intrauterino em 14/72 casos (19%) e
nascimento prematuro em 12/72 (17%).

Gestacao gemelar envolvendo o propodsito foi referida em 4/72 casos (6%),
sendo uma gestagao cujo o gémeo resultou em aborto espontadneo (AE) no segundo
més, um par de gémeos com ambos afetados e incluidos na amostra, e outro caso
em que o segundo gémeo nao € afetado.

Consanguinidade foi relatada em 4/72 casos (6%), porém em outros 5/72 casos
(7%) a consanguinidade € provavel, o que resultaria num total de 9/72 casos (13%).

Apo6s o nascimento, foram observados dados de avaliacdo antropométrica
alterados em 16/72 (22%) e atraso no desenvolvimento psicomotor em 15/72 (21%).

Estes dados estdo compilados na tabela 2 abaixo.



42

Tabela 2: Intercorrencias pré e perinatais dos 72 casos avaliados

Tipo de Intercorréncia Numeroltotal (%) Detalhamento

Diabetes gestacional 3/72 (4%) Mais 1 pré-gestacional (4/72)

Infeccao de trato urinario;

Vulvovaginite;

Gripe;

1 caso de pneumonia;

1 caso de pielonefrite;

1 caso de hepatite A.

Tabaco - 11/72 (15%),

Alcool - 7/72 (10%),

Drogas vasoativas-7/72(10%)

1 ingestao de acido retindico

manipulado,

Exposi¢ao a drogas 24/72 (33%) 1 caso de uso de cocaina e de
substancia abortiva,
13/72 casos (18%) -
medicamentos diversos
(antibidticos, hormadnios,
anticonvulsivantes e outros)

Infecgdes 29/72 (40%)

Restricao crescimento intrauterino 14/72 (19%)
Prematuridade 12/72 (17%)

1 caso ambos afetados
Gemelaridade 4/72 (6%) 1 caso somente um afetado

1 caso ¢/ AE de 1 gemeo
Consanguinidade (CS) 4/72 (6%) 5 outros casos de provavel (CS)
Antropometria pds-natal alterada 16/72 (22%)
Atraso d_o desenvolvimento 15/72 (21%)
neuropsicomotor
Total 52/72 (72%)

Conforme os critérios minimos de inclusdo adotados, todos os pacientes
apresentavam assimetria facial (microssomia hemifacial), sendo 42/72 (58%) a direita.
Sessenta e oito casos em 72 (94%) apresentaram hipoplasia mandibular e/ou maxilar,
64/72 (89%) com deficiéncia em partes moles no lado afetado, 31/72 (43%)
macrostomia, 14/72 (19%) fenda orofacial e 55/72 (76%) micrognatia.

Quanto as anormalidades de orelha, 34/72 (47%) eram unilaterais, sendo 20/34
(59%) destas a direita. Quatorze em 72 casos apresentaram anotia uni ou bilateral
(19%), 67/72 (94%) microtia de diferentes graus exceto anotia, 32/72 (44%) apéndices
pré-auriculares, 2/72 (3%) fossetas pré-auriculares e 53/72 (74%) alteragdes nos
ossos temporais. Dos 72 pacientes, 52/72 (72%) apresentaram perda auditiva de
diferentes graus e tipos, sendo 48/72 (67%) com componente condutivo exclusivo, em
pelo menos uma das orelhas, 30/72 (42%) neurossensorial exclusivo e 26/72 (36%)

mista em pelo menos uma das orelhas.
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Dentre as alteragdes oculares: 11/72 (15%) apresentaram dermdide epibulbar,
5/72 (7%) coloboma, 21/72 (29%) microftalmia, 40/72 (56%) alteragdo da posigao de
orbita, 11/72 (15%) hipertelorismo e 6/72 (8%) outras alteragdes.

Trinta e dois casos em 72 (44%) dos pacientes apresentaram alteracbes
vertebrais, 28/72 (39%) alteragdes cardiacas, 10/72 (14%) renais, 16/72 (22%)
sistema nervoso central e 40/72 (56%) alteracbes em outros 6rgdos (gastrointestinal,

genitourinario e outros). Estes dados apresentam-se compilados na tabela 3 abaixo.

Tabela 3: Frequéncia das principais caracteristicas do OAVS em nossa casuistica

Anomalias Principais Numerol/total (%)

Microssomia Hemifacial Direita 42/72 (58%)

Esquerda 30/72 (42%)

Mandibula Hipoplasia 68/72 (94%)
maxilar/Mandibular

Orelha Microtia unilateral 34/72 (47%)

Anotia uni/bilateral 14/72 (19%)

Apéndices pré-auriculares 32/72 (44%)

Perda auditiva condutiva 48/72 (67%)

Olhos Distopia Orbital 40/72 (56%)

Hipertelorismo 06/72 (8%)

Dermoide Epibulbar 11/72 (15%)

Microftalmia 21172 (29%)

Tecidos moles Hipoplasia do lado afetado 64/72 (89%)

Macrostomia 31/72 (43%)

Anomalias Craniofaciais Associadas

Fenda Labial/ Palatina 14/72 (19%)

Coloboma ocular 5172 (7%)

Disacusia Neurossensorial 26/72 (36%)

Seio pré-auricular 2172 (3%)

Outras Anomalias

Vértebras 32/72 (44%)

Cardiacas 28/72 (39%)

Sistema Nervoso Central 16/72 (22%)

Renal 10/72 (14%)

Outros 40/72 (56%)

Os quadros clinicos com fotos de todos os casos isolados, cujos resultados
citogenémicos foram considerados normais, estao descritos no quadro 3, abaixo. Os

casos com resultados alterados, serdo descritos e discutidos individualmente adiante.
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Quadro 3: Descri¢do dos pacientes que ndo apresentaram alteracdo molecular na casuistica

PACIENTE | SEXO/

(neliniciais) | IDADE HISTORIA/QUADRO CLIiNICO FOTOS

Pais ndo consanguineos, crianga abrigada, 2 meia-irmas do lado materno
com dificuldade de aprendizagem, sendo uma com diagndstico de
citomegalovirus na gestagéo, sangramento no 2° més de gestagdo. Ao
nascimento, apresentava microtia bilateral com paralisia facial a direita e
2A.CR. M, 2a dificuldade de sucgdo. Ao exame, assimetria facial com microssomia a
direita, obstrugéo de via lacrimal a D, microtia Il bilateral, DA NS bilateral e
micrognatia. Ao RX: encurtamento do ramo horizontal da mandibula a D,
raquisquise de C7.

Pais ndo consanguineos, mae com ptose palpebral isolada, 2 AE, HA no
5°m e ITU. Ao exame: microssomia hemifacial a D, com desvio de rima,
hipertelorismo ocular, microtia Ill a D, DA condutiva a D. Ao exame de
tomografia de face apresenta fossa glenoide rasa, hipoplasia de céndilo e
3R.S.S. F, 3a do ramo mandibular & D, hipoplasia de masseter e glandula parétida & D,
atresia 6ssea de MAE, caixa timpanica hipoplasica com cadeia ossicular
rudimentar aderida a placa atrésica, canal do nervo facial anteriorizado e
janela oval D displasica.

Casal ndo consanguineo, HA no 8°m., nasceu com anotia a E, paralisia
facial e tetralogia de Fallot, com dificuldade de sucg¢édo. Ao exame:
assimetria facial, com desvio de rima, telecanto, anotia a esquerda, perda
auditiva condutiva moderada esquerda. Ao RX: hipoplasia do ramo

4 CJ. M, 2a mandibular esquerdo, hemivértebra entre T6-T7 e T8-T9 a E, segmentagao
vertebral anormal de T9 a L1, raquisquise em L1 e ossificagdo incompleta
de L5 a S2. Ao Eco: tetralogia de Fallot com insuficiéncia pulmonar
moderada apoés cirurgia com 6m.

Casal ndo consanguineo, pai com mamilo extranumerario, sangramento no
2° semana de gestacdo. Nasceu com apéndices pré-auriculares e pés
tortos, além da assimetria que, ao RX demonstrou anomalia em cdndilo
5L.U. F, 2a mandibular a E, corrigido com 8 anos. A radiografia de coluna mostra
hemivértebra toracolombar.
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8 R.R.B.

F,12a

Casal ndo consanguineo, 1 AE, nasceu com criptoftalmia, apéndices pré-
auriculares e alteragdes na coluna e desenvolveu atraso de
desenvolvimento neuropsicomotor. Ao exame: microssémica com
assimetria facial, hipoplasia da hemiface D, microftalmia e leucocoria a D,
apéndices pré-auriculares a D e microtia | a E, macrostomia. Ao RX: defeito
de segmentacéo de vértebras cervicotoraxicas com hemivértebras e
fechamento incompleto de corpos vertebrais, com fusdo de arcos costais.

10
M.M.AS.

M,3a

Casal ndo consanguineo, segundo gemelar, cujo irm&o é normal, ITU
8°mes. Nasceu com assimetria facial, malformag&o em olho e orelha D,
micrognatia, anquiloglossia, CIA, CIVs musculares apicais e refluxo
gastroesofagico. Ao exame: microssomia hemifacial D, microftalmia a D,
microtia Il com agenesia de MAE a D, apéndices pré-auricualres a E, DA
condutiva moderada a D e mista leve a E, micrognatia com auséncia de
ramo e fossa glenoide a D (visualizado a Tomo) e desvio de rima. Ao US
ocular: atrofia do olho D sem cristalino e com descolamento de retina em
funil em polo posterior. Ao RX: acentuada redugdo de espago intervertebral
entre C5-C6.

14 G.P.C

M, 5a

N&o conasanguineos, HA no 8°m, ITU no inicio da gestagao, sintomas de
Lupus diagnosticado somente depois da gravidez. Ao nascimento: cianose,
CIA, CIV e HP, hipocalcemia e hipomagnesemia, convulsées do 1° ao 4°
anos de vida, microssomia hemifacial a E, micrognatia, microtia lll a E e
apéndices préauricualres a D, DA mista moderada a D e severa a E,
macrostomia, fusdo atlanto-axial e alteragdo de cadeia ossicular a TOT

16 G.F.B

F, 4a

Filha de casal com deficiéncia intelectual, mae moradora de rua,
institucionalizada, apresentou mutacéo para o gene FREM1. Prematuridade
(34 sem), pequena para idade gestacional, nasceu com PCA, agenesia de
I6bulo da orelha e malformagao do SNC (hipocampal e corpo caloso), ficou
entubada por 8 dias. Convulsdes desde os 40 dias de vida. Ao exame:
assimetria craniofacial, microcefalia, microtia Ill @ D, macrostomia com
desvio de rima com paralisia facial periférica, gastrostomia e traqueostomia,
forame oval patente e insuficiéncia cardiaca com refluxo mitral e tricuspide,
rim E aumentado com fungdo assimétrica e dilatagao pielocalicial. A
paciente foi a ébito antes do fim do estudo
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19 ME.C

F, 2a

Casal ndo consanguineo, méae tabagista durante gestagdo. Nasceu com
orelhas malformadas, lacrimejamento constante, FOP e PCA. Ao exame:
assimetria discreta, mandibula com ramo curto e fossa glenoide rasa a E,
microtia Il a E, alteragéo da cavidade timpanica, MAE e cadeia ossicular a
E com DA condutiva a E.

21MS.C

M, 1a

Casal ndo consanguineo, pielonefrite no 5° m. Prematuridade, cianose,
apneia, fratura de clavicula D ao nascimento, paralisia facial e criptorquidia
bilateral. Ao exame: microssomia hemifacial D, assimetria orbitaria, microtia
Il a E e Il a D, bolsa escrotal hipoplasica, criptorquidia, disfagia moderada
por alteragdo do musculo faringeo, fechamento velofaringeo inadequado,
DA NS profunda a E e severa a D, paralisia do 7° e 9° par craniano,
alteracdo da fossa glenoide E, céclea E malformada, canais semicirculares
nao visualizados.

24 L.R.

M, 18a

Casal ndo consanguineo, sangramento até o quarto més. Tio e tio-avd
maternos nasceram com cardiopatia. Nasceu sem orelhas, com cardiopatia
(CIV), criptorquidia e dificuldade de sucgéo, permanecendo internado por 6
meses, realizou 18 cirurgias. Ao exame: microssomia hemifacial E,
micrognatia com agenesia do ramo vertical e fossa glenoide E, anotia a E e
microtia Il a D, com agenesia de MAE bilateral e DA condutiva bilateral
severa, desvio de rima a E, fissura palatina central, hipoplasia do musculo
mastigatorio a E, anorquia bilateral, cardiopatia (CIV e Wolf-Parkison-White
corrigidos, refluxos mitral, tricuspide e aortico e dilatagéo de VE),
hipogonadismo. Ao exame de TOT: agenesia MAE bilateral cavidade
timpanica reduzida bilateral, cadeia ossicular ausente a E e malformada a
D.

25 S.N.M

M, 10a

Pais ndo consanguineos, ITU no 5°m, sangramento no 6° e uso de
omeprazol (sic). Nasceu com dermoide epibulbar a E. Ao exame:
microssomia hemifacial E, alopécia areata em regido parietal D, sinéfris,
dermdide epibulbar a E, microtia 11l com perda de audigdo mista moderada
para severa, MAE estreito e malformacgéo ossicular a esquerda, micrognatia
com diminuigdo do ramo mandibular horizontal, zigomatico e maxilar a
esquerda, escoliose com convexidade D devido as hemivértebras
posteriores entre T6 e T7, hipoplasia de primeiro arco costal e alteragcdes
de costelas.
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27 M.V.S

M, 11a

Pais ndo consanguineos, nasceu com a Sd. dos pulmdes umidos, atresia
de colon E com vicio de rotagéo, assimetria facial e FP. Ao exame:
microssomia hemifacial grave com microftalmia & D, agenesia do ramo
mandibular e fossa glenoide D, microtia Il a D, paralisia do nervo facial,
deficiéncia grave de tecidos moles, colostomia, espinha bifida em L4 e S1,
arco costal rudimentar entre T12 e L1 a D.

28 J.P.S.

M, 9a.

Nao consanguineos, 2 AE anteriores, DHEG, m&e tomou aldomet. Nasceu
sem orelha e problema na coluna, Sd. adaptativa do RN. Ao exame:
assimetria facial discreta, com microtia Il bilateral, com deficiéncia auditiva
moderada condutiva a D e mista a E, mastoide ndo aerada a TOT,
hemivértebra entre T9 — T10 e entre T12 e L1, fusdo de L2 e L3 a D, fuséo
parcial de arcos costais (8°,9° e 10°), apresentando 10 arcosa D e 12 a E,
sendo que 2 estdo bifurcados.

29F.S.L

M, 16a

Pais ndo consanguineos, DHEG a partir do 6° m., uso de droga vasoativa e
tabaco. Obstrugéo do ducto lacrimal até 3 anos de vida. Ao exame:
assimetria facial com microssomia a D, hipoplasia maxilar, zigomatica e
mandibular a D, microtia lll a D (reconstruida), paralisia facial, moderada
deficiéncia de tecidos moles, fechamento incompleto da primeira vertebra
toracica, malformagéo de orelha média e interna a D.

30R.T.S

M, 17a

Pais ndo consanguineos, 3AE, hiperparatireoidismo materno, polidramnio,
trabalho de parto prematuro no 6°’m. Nasceu com 8 meses, artéria umbilical
unica, rim E de dimensbes reduzidas, atresia de artéria pulmonar E e anotia
bilateral. Necessitou de manobras de reanimagao. Ao exame:
microssOmico, assimetria facial, anotia bilateral, micrognatia, todos os
ramos do nervo facial afetados; a RM: neurohipdfise ectépica.




48

31LHD.P

M, 3m

Pais ndo consanguineos, mae tabagista. Nasceu com anotia a E, FP, FOP
e dificuldade de sucgdo. Ao exame: microssémico, microssomia hemifacial
a E, anotia e agensia de MAE a E, FP completa pré-forame em “U”,
micrognatia, emissdes otoacusticas ausentes a D, rim E menor que D.

32 K.HAS

M,11m

Pais ndo consanguineos, ITU no quinto més de gestagcdo. Nasceu com
sopro cardiaco e microtia Ill bilateral, assimetria facial com pingamento
frontal, obstrugdo do ducto lacrimal, microtia bilateral Ill, paralisia facial,
micrognatia, CIA e CIV.

35C.D.S

F, 1m

Casal ndo consanguineo, polidréamnio, uso de atenolol e ingesta de
medicamento manipulado para a pele. Diagndstico pré-natal de
hidrocefalia, malformacéo cardiaca. Ao nascimento diagndstico de microtia
Ill a D, atresia de es6fago e rins em “ferradura”. Necessitou de manobras
de reanimacao e ventilagdo mecanica. Ao exame: macrocrania, face
triangular, assimetria discreta, microtia Ill a E. RM: esquizencefalia. Eco
com hipoplasia de VE (anomalia de Ebstein), dextroversdo. RX: alteragéo
de segmentacéo de vértebras e malformagéao de costelas. Foi a 6bito no
bergario.

38 L.J.

F, 1m

Casal consanguineo, parto domiciliar com alga de cordao e dificuldade de
sucgao. Intenso ADNPM, assimetria discreta com microtia lll e agenesia de
conduto a D, redugdo cavidade da orelha média e malformagéo de cadeia
ossicular. Ao exame de RX: diminuigdo do ramo mandibular a D, refluxo
valvar tricuspide.

40J.R.S

F, 18a

Casal ndo consanguineo, prematuridade. Ao exame: assimetria facial, com
microtia Ill com agenesia de MAE a E (corrigida) e apéndices pré-
auriculares, cadeia ossicular e cavidade timpanica nao visualizada a E na
TOT, DA mista moderada a D e severa a E, fusdo de C3-C4, C6-C7 e
parcial com T1.
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43 E.B.S.J.

M, 16

Pais ndo consanguineos, ITU no inicio da gestagdo. Nasceu com tetralogia
de Fallot e paralisia facial. Ao exame: microssémico com assimetria facial e
microtia Il & D com agenesia de MAE bilateralmente e da cavidade da
orelha média a D, fusao de vértebras cervicais, rins em ferradura. Ao
exame de TC: dilatagdo simétrica do sistema ventricular supratentorial

44 B.M.S.

F, 15a

N&o consanguineos, 2 AE maternos, ITU no inicio da gestagdo. Nasceu
PIG, com agenesia auricular D, cardiopatia (CIA, CIV e hiperfluxo
pulmonar) e micrognatia. Ao exame: assimetria facial, anotia @ D e microtia
11l a E com fossetas e apéndices pré-auriculares bilaterais e DA condutiva a
D e mista a E, redugéo do antro, cavidade timpanica, cadeia ossicular
malformada a D, macrostomia com desvio de rima, fistula em pescogo. Ao
exame de RM: acentuagao de sulcos e fissuras corticais com ampla
cisterna magna. Ao RX: diminuig&do de espagos entre C5-C6, C6-C7, L4-L5
e L5-S1.

47 Y.M

M, 8m

N&o consanguineos. Nasceu com artéria umbilical unica, microtia Illl a E e
apéndices pré-auriculares a D, assimetria facial e tumor no olho D.
Necessitou de respiragdo assistida e ficou na UTI por 88 dias. Ao exame:
assimetria facial com hipertelorismo, microftalmia a D, dermoide epibulbar e
coloboma de palpebra superior & D, microtia Il com agenesia de MAE a E
e apéndices pré-auriculares a D,malformagéo de cadeia ossiculara D e
ausente a E, DA mista a D, micrognatia com auséncia de condilo
mandibular a E, macrostomia, FP pds-forame a D, refluxo gastroesofagico,
cardiopatia (FOP com shunt E-D), anormalidade no cérebro (disgenesia de
corpo caloso, ventriculomegalia), C1 de morfologia alterada e fus&o parcial
de C3-C4.

48 D.S.S

M, 4a

Nao consanguineos. Ao exame: Assimetria facial com microtia Il bilateral
com DA mista a D, assimetria de érbita, ossificagdo incompleta de S1.

51 G.S.R

M, 16a

N&o consanguineos. Nasceu com coarctagédo de aorta, CIV e PCA,
auséncia de orelhas, malformagéo de coluna, fenda palatina e alteragao
renal. Ao exame: anotia bilateral com DA condutiva bilateral, hipoplasia de
MAE a D e agenesia a E, cadeia ossicular rudimentar, fundida a placa
Ossea e assimetria facial e de ramo mandibular, fusdo de C4-C7 e T2-T3.
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53 G.S.B

F, 14a

Nao consanguineo, 1AE materno, nasceu com auséncia de orelhas e
problema no coragéo (CIV, PCA). Ao exame: microcefalia, assimetria facial
com buftalmo, nistagmo e coloboma de iris a D, microtia Ill com atresia de
MAE a D com DA mista bilateral e rim E ausente. Ao exame de TOT: globo
ocular aumentado com falha de fusao posterior e coloboma.

57 M.C

M, 20a

Nao consanguineos, nasceu sem orelhas. Ao exame: assimetria facial com
dermdéide epibuilbar, anotia bilateral e DA condutica bilateral com cadeia
ossicular rudimentar a D e atresia de MAE. Apresenta estreitamento de
condilo e hipoplasia do arco zigomatico e mandibula a D, deformidade de
coluna de C1 a C6, sendo C1 a C3 fundidas, escape mitral e tricuspide.

59 C.D.RA

M, 3m

Pais ndo consanguineos, mae tabagista. Prematuridade, necessitou de
respiragéo assistida e fez sepse. Ao exame: luxagao de condilo do ramo D
da mandibula, hipoplasia maxilar, FO pérvio e anotia bilateral.

60 B.E.S

F, 8a

N&o consanguineos, HA primaria, mae etilista, prematuridade, ADNPM. Ao
exame: assimetria facial, derméide epibulbar a E, microtia | bilateral com
apéndices pré-auriculares bilaterais, fusdo de vértebras cervicais (C7, T1 e
T2) e lombar (L1-L3) com hemivértebras (T1) e fuséo parcial de costelas.

61E.S.A

F, 7a

Nao consanguineos, HA no fim da gestagéo, nasceu com cisto no olho e
orelhas malformadas. Ao exame: Assimetria facial, estrabismo, dermoide
epibulbar a E (retirada), microtia |l bilateral, macrostomia com desvio de
rima, fusdo de C2 a C4 e fechamento incompleto de C5-C6.
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62 N.A.S.

M, 4a

N&o consanguineos, mae usou metildopa durante toda gestacgéo, ITU.
Nasceu com apéndices pré-auriculares e fenda na narina E. Ao exame:
assimetria facial, coloboma de palpebra superior e dermdide epibulbar a E,
microtia | a E e microtia Il a D com apéndices pré-auriculares bilaterais e
em face e narina E com fenda em sua porgéo anterior.

68 A.C.D

F, 2a

Nao consanguineos, mae usou insulina e levotiroxina durante toda
gestacgéao por Diabetes tipo | e hipotireoidismo. Nasceu com encefalocele
occipital e apéndices pré-auriculares. Ao exame: assimetria facial e de
ramo mandibular ao RX, microtia | com apéndices pré-auriculares bilaterais
e DA profunda bilateral, desvio de rima a E, estenose do aqueducto de
Silvius e afilamento de corpo caloso.

69 K.R

M, 2a

N&o consanguineos, HA e ITU gestacional, nasceu com derméide epibulbar
a D. Ao exame: Assimetria facial, dermdide epibulbar a D e microtia |
bilateral, micrognatia e desvio de rima, ramo mandibular E maior que D.
Apresentou cisto aracnoide ao exame de RM cranio.

70C.J.S

M, 10a

N&o consanguineos, mée usou insulina e metildopa durante toda gestacao
por Diabetes e HA gestacional, teve 3 ébitos fetais. Hipoglicemia e microtia.
Ao exame: assimetria facial paralisia facial, microtia 1l com apéndices pré-
auriculares bilaterais e DA condutiva a D e mista a E, desvio de rima a E,
fissura submucosa oculta, com insuficiéncia velofaringea, fuséo parcial C2-
C3 e diminuigédo de espagos entre L1 e L3 e hipotireoidismo.

71 S.N.D

F, 8a

Nao consanguineos, 1AE anterior, sangramento vaginal no 3° m. Ao
nascimento diagnosticada dextrocardia, agenesia de pulmao D, rim Unico e
alteragdo na coluna. Ao exame: microssomia hemifacial D com microtia Ill a
D, com atresia de MAE e malformacao de orelha média, microtia ll a E e
auséncia de cadeia ossicular, DA NS moderada a E, retrognatia, fusdo C2-
C4, hemivértebra toracica entre T4 e T5 com fusdo parcial, dextrocardia
com FO pérvio e CIV, arco adrtico a E, insuficiéncia mitral e tricispide,
ectasia calicial discreta e “situs inversus totalis”
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72M.P.C

M, 7a

N&o consanguineos, gestacdo gemelar, sendo que o segundo gémeo
resultou em aborto. Mae tabagista até 2° mes. Nasceu com 3 algas de
corddo. Ao exame: assimetria facial com hipotelorismo ocular, microtia Il
bilateral e DA condutiva a D e mista a E, desvio de rima a E, fissura
submucosa oculta, com insuficiéncia velofaringea, fusdo parcial C2-C3 e
diminuicdo de espacos entre L1 e L3 e hipotireoidismo

73 S.G.R.S

M, 3a

Nao consanguineos, HA no fim da gestacéo e parto. Ao nascimento, anoxia
grave, insuficiéncia renal por valvula de uretra posterior, atresia de coana a
E, criptorquidia bilateral, microtia 11l e agenesia de MAE a E, necessitou de
ventilagao mecénica por 34 dias. Ao exame: ADNPM, microssomia,
hipotelorismo, assimetria facial, microtia |ll com agenesia de MAE 2 E e
microtia | a D com apéndices pré-auriculares bilaterais e DA moderada
bilateral, macrostomia, testiculos ectépicos bilateralmente, fusdo de
vértebras cervicais (C1-C2) e lombar (L1-L3) com hemivértebras (T1) e
fusdo parcial de costelas, ECO doppler sugestivo de disfungéo diastdlica de
VE. Aparentemente amaurdtico. Realizou transplante renal.

74 LAC

F, 16a

N&o consanguineos. Nasceu com apéndices e cisto pré-auriculares a E. Ao
exame: assimetria facial, microtia | a E com apéndices e cisto pré-
auriculares e em face, ADNPM e dificuldade escolar. Assimetria de ramo
mandibular, sendo menor a D.

75C.LEL

M, 1a

N&o consanguineos, ITU gestacional, nasceu sem orelhas bilateralmente.
Ao exame: microssomia hemifacial a E, microftalmia com assimetria de
tamanho do disco 6ptico, obstrugao do ducto lacrimal e anotia bilateral com
agenesia de MAE e DA condutiva bilateral, micrognatia e desvio de rima
com paralisia facial, ramo mandibular E maior que D. Apresentou cisto
aracnoide ao exame de RM cranio.

76
E.HAL.

M, 12a

Consanguineos. ITU no 6°m. Criptorquidia ao nascimento e deficiéncia
auditiva profunda a E diagnosticada com 4a. Ao exame: macrocefalia,
assimetria facial com assimetria de ramo mandibular, sendo menor a E,
fendas palpebrais obliquas para baixo, microtia | bilateral com DA e
malformacgao de Mondini em orelha interna, rim em ferradura e dificuldade
escolar.
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79

L.P.W.E.H.

Consanguinidade provavel, pais indigenas. HA e Diabetes gestacional, uso
de insulina. Ao US gestacional diagnoéstico de cardiopatia complexa com
aparente ventriculo Unico e artéria umbilical unica. Prematuridade,
necessitou de reanimacgéo e respiragao assistida. Ao exame: assimetria
facial, microtia Il a E e | a D, apéndice facial perioral, criptorquidia,
heterotaxia com cardio e hepatomegalia. Eco com “situs ambiguos”,
isomerismo cardiaco, dextrocardia, conexao atrioventricular com valva
Unica, dupla saida do ventriculo, atrio Unico, arco aodrtico a E e PCA

83

AL.C.MF.

F, 5a

N&o consanguineos. Sangramento no 4° m. Nasceu sem orelha E e com
apéndices pré-auriculares a D. Ao exame: assimetria facial discreta,
microtia lll 2 E com agenesia de MAE, hipoplasia de OM e malformagéo de
cadeia ossicular e DA mista severa a E, apéndice pré-auricular a D,
macrostomia com assimetria de ramos mandibulares e diminuigdo do
coéndilo mandibular a E.

86
M.E.C.S

F, 42a

Nao consanguineos, um irmdo nascido com anencefalia e outro com
problema de coluna e um primo paterno com 0 mesmo quadro. Parto
domiciliar, nasceu sem orelhas. Ao exame: microssomia hemifacial a D
microtia lll bilateral com agenesia de MAE e cadeia ossicular bilateral e DA
mista severa bilateral, macrostomia com assimetria de ramos
mandibulares, presenga de costela cervical e cisto renal a D
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5.2 AVALIACAO CITOGENOMICA
5.2.1 Resultados dos cariétipos

Para os 72 pacientes avaliados clinicamente, foi realizado o exame de cariétipo
por bandamento G. Todos apresentaram cariétipos aparentemente normais, sem

alteragbes cromossdmicas visiveis a0 microscopio, na resolugao padréo.

5.2.2 Resultados dos arrays genémicos

Todos os 72 pacientes cariotipados foram submetidos ao exame de array
gendmico, para identificar alteragdes no numero de cépias no genoma.

Inicialmente, foram comparados os resultados de array dos pacientes com
bancos de dados internacionais (DGV) e excluidas CNVs consideradas polimorficas e
sem significado clinico na populagdo. Em seguida, os dados das CNVs possivelmente
patogénicas foram comparados com as do banco interno de CNVs da Disciplina de
Genética da UNIFESP e excluidas as regides consideradas CNVs possivelmente
polimoérficas na populagdo brasileira (1p36.32, 2p11.2, 3p21.31, 5p15.2, 6927,
8p11.22, 8q11.1, 8924.23, 9p11.2, 10q11.22, 14932.2, 15q11.1, 16924.3, 17921.31 e
19913.2).

Apos a analise detalhada, foram identificadas 22 alteragcbes no numero de
copias do genoma em 20/72 diferentes pacientes (28% dos casos), consideradas
CNVs patogénicas e possivelmente patogénicas. Destas, sete eram deleg¢des
(4p16.3p15.33, 4913.3g21.1, 8913.3, 10926.2926.3, 16p13.3, 22911.21 e Xp22.33) e
quinze eram duplicagbes (2q32.1, 3p13, 3928, 4p16.1 (3 casos), 4p16.3, 8g24.3,
10p14, 10p13, 16p13.11p12.3, 17911.2, 19p13.11 e Xp22.33).

Nos pacientes listados no Quadro 4, que apresentaram CNVs patogénicas ou
possivelmente patogénicas, foram verifcados desequilibrios genémicos relacionados
com doencas conhecidas como: Sindrome oculoauricular, Sindrome de Wolf-
Hirschornn, OFTC1, Sd. da microdelecao de 16p e Sd. da delecédo de 10q; pacientes
relatados na literatura com clinica OAVS em regides contendo ou nédo genes
envolvidos no desenvolvimento craniofacial como: SOX710, HMX1, SNAIL3, PRKX,
SOX9, NOMO1, 2, 3, EDNRA, ACTR e FGFRS; e pacientes com alguma caracteristica
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clinica de OAVS, apresentando VUS de significado incerto. Os pacientes 15, 22, 36,
39, 42, 49 e 58 apresentaram CNVs ja descritas em sindromes com anomalias
congénitas multiplas e/ou pacientes com caracteristicas OAVS. Nos pacientes 1, 6,
20, 22, 34, 39, 41,52, 54 e 78, as CNVs estavam em regides contendo ou proximas a
genes relacionados ao desenvolvimento dos arcos faringeos ou desenvolvimento
craniofacial.

Os demais pacientes (18, 37, 50 e 84) apresentaram CNVs contendo genes
com morbidade no OMIM e fungbes em sistemas importantes, portanto devemos
considerar a correlagao genaétipo-fenétipo.

Além das alteragbes possivelmente patogénicas, em cinco pacientes, as CNVs
foram caracterizadas como VUS: as duplica¢des das regides: 19p13.3 (Pacientes 20,
28 e 44), 15g21.1 (paciente 74) e a delegao da regido Xp22.33 (Paciente 43).

Na amostra estudada, foram encontrados muitos pacientes (42/72) com CNVs
da regido 22q11.2 (chr22:22,864,05823,290,723/hg19) consideradas benignas na

populagao geral, sendo 39 com duplicagdes e 3 com dele¢des nesta regido.
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Quadro 4. Delegdes (del) ou duplicagdes (dup) consideradas de acordo com a patogenicidade,

observadas pelo array genémico

Caso Banda Coordenadas genémicas Tamanho Tipo da CNV e
cromossOmica (GRCh37/hg19) (kb) patogenicidade
del

1 22q11.21 20,716,923-21,297,749 581 (Provavelmente Patogénica)

6 4p16.1 8,716,373-9,668,706 952 dup (Patogénica)

15 3928 188,985,132-189,345,114 360 dup (VUS)

18 3p13 71,612,202-71,869,065 257 dup (VUS)

20 8q24.3 144,636,785-144,953,893 317 dup
(Provavelmente Patogénica)

4p16.3p15.33 68,345-13,569,183 13.500 del (Patogénica)

22

Xp22.33p22.31 168,551-8,907,556 8.740 dup (Patogénica)

34 4p16.1 8,721,681-9,668,706 947 dup (Patogénica)
del

36 Xp22.33 919,024-4,279,960 3.360 (Provavelmente Patogénica)

37 29321 186,743,872-188,985,410 2.240 dup (VUS)

39 8q13.3 71,306,059-72,739,449 1.433 del (Patogénica)

10p14 12,099,022-12,323,390 224 dup (Patogénica)
41
10p13 13,532,647-13,752,351 220 dup (Patogénica)

42 17911.2 29,360,929-30,408,615 1.048 dup -
(Provavelmente Patogénica)
dup

49 16p13.11p12.3 15,417,030-16,837,613 1.420 (Provavelmente Patogénica)

50 4g13.3921.1 74,958,696-76,339,793 1.381 del (VUS)

52 10926.2g26.3 128,083,064-135,427,143 7.340 del (Patogénica)

54 4p16.3 1,384,987-1,653,352 268 dup (VUS)

55 Xp22.33 1,211,539-1,452,793 241 dup (VUS)

58 16p13.3 85,880-2,056,874 1.971 del (Patogénica)

78 4p16.1 8,724,313-9,668,706 944 dup (Patogénica)

84 19p13.11 19,494,044-19,710,107 216 dup (VUS)
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6. DISCUSSAO

6.1. Caracteristicas gerais da casuistica

Em nosso estudo, verificamos maioria de casos esporadicos, porém também
casos com histéria familial (22%), sendo maior a incidéncia no sexo masculino (54%),
dados que estdo de acordo com a literatura (Rooryck et al., 2010; Barisic et al., 2014;
Beleza-Meireles et al., 2015). Beleza-Meirelles et al. (2015) e Rooryck et al. (2009)
identificaram em estudos coorte, 31% e 12% dos casos familiares, respectivamente,
enquanto Barisic et al. (2014) encontraram 5,6% em 192 casos registrados no
EUROCAT. Essa diferencga, provavelmente, relaciona-se ao fato de que o estudo de
Barasic foi realizado com base em registro de banco de dados, enquanto outros como
0 nosso, em historias diretamente colhidas dos pacientes e familiares. Barisic et al.
(2014) no maior estudo populacional encontrado, calcularam a propor¢cédo de
masculinos e femininos em 1,4 :1, dados estes também concordantes com outros
autores (Grabb et al. 1965, Rolnick et al. 1987, Tasse et al. 2005).

Dados de consanguinidade na populagdo brasileira s&do extremamente
variaveis. Os estudos sao geralmente mais regionalizados, sendo as taxas mais altas
encontradas no Nordeste, porém a taxa média brasileira é calculada em 4%. A taxa
de consanguinidade em nosso estudo foi um pouco maior (6%) que a da populagéo
geral, o que poderia ser explicado pelo proprio objeto de estudo, uma vez que se sabe
que a consanguinidade também é um dos fatores que aumenta a frequéncia quadros
de origem multifatorial (Salzano et al., 1976).

Nossa casuistica apresentou 6% (4/72) de casos com gemelaridade. Segundo
dados Febrasgo, a prevaléncia de gémeos no Brasil de 2015 era de 17,3/1000, sendo
que cerca de 1 a 2% dos partos seriam gemelares. Estudos realizados no Hospital do
Servidor Publico Estadual de Sao Paulo, em levantamento de 1978 a 2009, ou seja,
32 anos de registros do servigo de Ginecologia e Obstetricia do Hospital, ddo conta
de uma variagao de 0,71 a 1,47% na prevaléncia de gestacdes gemelares (Rosario
HB, 2012). Dados de um estudo demografico de 2011 na América Latina estimaram o
nascimento de 9 gémeos por 1000 nascidos no Brasil (Smits e Monden, 2011).

Como ja discutido, gestagdes gemelares tém aumentado com o uso de técnicas

reprodutivas assistidas no decorrer dos ultimos anos e tém sido associadas a
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malformagdes, inclusive ao OAVS em diversas publicagbes (Ferraris et al., 1999;
Roesch et al., 2001; Pison & D’Addato, 2006; Gittins et al., 2010; Barisic et al., 2014).
Barisic et al. (2014) encontraram uma associagao 5 vezes maior de gemelaridade em
pacientes com OAVS, do que na populagédo controle e discutem a associagdo com
técnicas de reproducdo assistida e idade materna mais avancada, também nestes
casos, todos relacionados a dificuldades reprodutivas. Em nossa casuistica, a
gemelaridade ndo esta associada a técnicas de reproducédo assistida em nenhum
caso.

Outros autores tém associado a gemelaridade a malformagdes craniofaciais,
sindromes dismorficas, eventos epigenéticos e ao préprio espectro OAV, mesmo
quando n&o relacionada a reproducéao assistida. As hipoteses para esta associagao ja
foram discutidas neste estudo na secdo de revisdao da literatura, item 3.1.4.1
(Jongbloet, 1987; Keusch et al., 1991; Wieczorek et al., 2007). Assim, poderiamos
atribuir este aumento da prevaléncia de gemelares também a selegcdo do proéprio
objeto do estudo, conforme os autores citados.

Outro achado na literatura, foi a relagcdo com diabetes materno. De fato, a
associagao deste quadro nosologico com malformagdes é notéria na literatura, com
hipéteses de efeito disruptivo vascular e epigenéticos (Werler et al., 2004a; Wieczorek
et al., 2007; Ballesta-Martinez et al., 2013). Barisic et al. (2014) encontraram um
numero dez vezes maior de casos de diabetes materno em gestacdes que resultaram
em RNs com OAVS, porém a associagao encontrada por estes autores foi relacionada
a diabetes pré-gestacional, do qual tivemos um caso apenas. Wang et al. (2002),
entretanto demonstraram a associagao positiva com OAVS, dos dois tipos de diabetes
pré ou gestacional, insulino-dependente ou ndo, apresentando [od-scores
estatiscamente significativos em estudo caso/controle. Os autores hipotetizaram que
a diabetes n&o controlada interfere na migragéo das células da crista neural. Em nossa
amostra, 4%(3/72) de maes apresentaram diabetes gestacional e mais um caso de
diabetes melitus tipo 1.

Em relagéo a exposi¢ao a drogas, 24 casos (33%) foram encontrados e destes,
sete (29% dos expostos ou 10% da amostra total) estédo relacionados ao uso de alcool.
O uso de alcool na gestacao € notoriamente associado ao espectro de alteragdes da
sindrome fetal alcoolica, que inclue malformagdes de orelha externa e surdez entre

seus achados (Minnes et al., 2006).
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O nosso paciente 1 foi exposto a cocaina, durante o desenvolvimento
embrionario e a substancias abortivas ndo identificadas em nossa casuistica. Graves
manifestacdes de OAVS foram observadas em um feto exposto a cocaina (Lessick et
al.,, 1991), porém estudos mais recentes ndo puderam replicar este padrao de
associacao (Minnes et al., 2006).

Encontramos um caso de uso de isotreitinoina na nossa casuistica, substancia
teratogénica bem conhecida, cujo fenétipo também se embrica com o0 OAVS. Wang et
al. (2016) demonstraram que as malformacdes craniofaciais encontradas em modelos
animais sao idade gestacional dependentes, sendo o palato fendido mais frequente
(81%) em exposigdes precoces (10°dia) e inibigdo do desenvolvimento maxilar e
mandibular induzindo a assimetria em exposicdes mais tardias. Lopez et al. (2016),
estudando expressdo do gene MYT71 em células tratadas com &acido retindico,
observou um aumento de duas vezes e meia da expressao deste gene. O tipo
selvagem do MYT1, quando superexpresso, induz a diminuigdo de uma vez e meia
do receptor do acido retinoico (RARB), demonstrando assim a relagao entre o agente
teratogénico e o gene.

Tivemos ainda um caso de uso de citalopram e onze (46% dos expostos ou
15% da amostra total) para o uso do tabaco. Werler et al. (2004) em estudo caso-
controle, demonstrou associacéo estatisticamente significante de OAVS com o uso
concomitante de tabaco e drovas vasoativas de uso esporadico como ibuprofeno e
acido acetil-salicilico, porém a unica droga vasoativa que demonstrou associagao
significantemente positiva de forma isolada foi a pseudoefedrina. Minnes et al. (2006)
refere associagao positiva de malformacgdes craniofaciais com uso pesado de tabaco,
e de malformagdes das orelhas com uso de alcool, porém afirma que em estudos
controlados, a associagao de dismorfias com a cocaina nao foi encontrada.

O restante dos 24 casos, refere-se a utilizacdo de medicamentos indicados
para o tratamento de doengas crbnicas, quatro dos quais (17% dos expostos ou 5,5%
da casuistica total) sdo substancias vasoativas, que também sdo associadas com
casos de OAVs. O uso de drogas vasoativas € considerado um fator ambiental
relacionado ao aparecimento de casos do espectro OAV, porém somente a
pseudoefedrina foi mais consistentemente associada. Acredita-se que um disturbio
vascular durante a embriogénese no suprimento da crista neural, possa ser

responsavel pela patogénese do quadro, interferindo no desenvolvimento dos arcos
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faringeos (Poswillo et al., 1973). Os autores inferem que estes dados corroboram a
hipétese de disrupgao vascular como um mecanismo para OAVS.

Quanto as caracteristicas fenotipicas, embora muitos estudos clinicos tenham
sido realizados (Grabb et al., 1965; Tasse et al., 2005; Rooryck et al., 2009; Barisic et
al., 2014; Beleza-Meirelles et al., 2015), uma analise comparativa do ponto de vista
epidemiologico é dificil pela variabilidade de critérios de inclusdo e exclusao, critérios
de classificagado utilizados e caracteristicas populacionais diferentes. Além disto,
existem vieses associados ao tipo de estudo e instituicao onde foram selecionados os
casos. Barisic et al. (2014) discutem a sua alta taxa de anomalias associadas (69,4%),
excetuando-se cranio, pescoco e coluna vertebral, como sendo devido a coleta de
informacgdes a partir de um registro de anomalias congénitas. Em nossa casuistica,
também tivemos um alto indice de anomalias associadas: atraso no desenvolvimento
psicomotor em 21%, alteragdes cardiacas em 39%, renais em 14%, cerebrais em 22%
e 56% de alteragbes em outros 6rgdos. Acreditamos que, sendo um centro de
referéncia quaternaria, sejam drenados para nosso servigo, 0s casos mais graves,
justificando assim as altas taxas de malformacgdes associadas, além do fato de que
realizamos a pesquisa sistematica destas anomalias em nossos pacientes.

De acordo com a classificagdo de Tasse et al. (2005), nossa casuistica
abrangeria apenas 0s grupos 2 e 3, uma vez que nosso critério minimo de inclusédo é
a presencga de microtia com microssomia. Assim, teriamos 36% (26/72) pertencentes
ao grupo 2 de Tasse (sem alteragdes de coluna) e 64% (46/72) pertencentes ao grupo
3 (com anomalias de coluna), sendo metade da amostra (36/72) de quadros bilaterais
(subgrupo 2 de Tasse) e a outra metade de casos unilaterais (subgrupo 1), sendo o
lado direito preferencialmente afetado (64% da amostra - 46/72), ao contrario do que
foi visto por Tasse et al. (2005). Segundo o algoritimo criado para esta classificagao,
58% (42/72) casos tiveram valores maiores ou iguais a 10 na pontuagao cujo maximo
era 18, portanto a maioria dos nossos casos eram de maior gravidade. Também foram
concordantes com a observacao de Tasse, a associacao de deficiéncia intelectual
com os casos de maior pontuagdo (mais graves) e associagoes de alteragdes
vertebrais com as geniturinarias, porém nao houve concordancia quanto das
alteracdes oculares com as de SNC ou vertebrais ou fendas como na amostra de

Tasse.
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Quanto a classificacdo de OMENS, ap6s a pontuacéo de cada estrutura facial
de zero a 3 nos 6 itens apontados para avaliacdo em cada paciente, tivemos 21/72
(29%) apresentando pontuagéo maior ou igual a 10 e destes, metade tinha anomalias
associadas.

Todos 0s nossos pacientes que apresentavam dermoide epibulbar, também
apresentavam anomalias vertebrais, além da microssomia e microtia, portanto um
quadro classico de Sindrome de Goldenhar, perfazendo 15% (11/72) da casuistica.
Conforme discutido anteriormente, o dermdide epibulbar pode aparecer isoladamente
ou associado a sindromes especificas como: sindrome oculoectodermica (OMIM
%600268 — OES); displasia frontofacionasal (OMIM %229400); lipomatose
encefalocraniocutanea (ECCL - OMIM #613001); sindrome de Proteus (OMIM
#176920); sindrome Townes-Brokes (TBS — OMIM #107480) e lipomatose multipla
(OMIM %151900), além da propria sindrome de Goldenhar, porém nenhum dos
NOssos casos € compativel com estes outros diagndsticos.

Comparativamente aos dados compilados por Heike, Luquetti, Hing (2014) em
Genereviews®, adaptado de Cousley e Calvert (1997), de trabalhos publicados entre
1983 a 2014, todos os nossos achados para as anomalias principais e craniofaciais,
conforme listados na tabela 1, estdo dentro da variabilidade esperada.

Com relagdo as anomalias associadas, nossos dados mostram-se acima da
variagao apresentada por estes autores, porém mais proximos dos dados de Barasic
et al. (2014), que obteve frequéncias maiores destas anomalias. Novamente, nossa
posicao de centro de alta complexidade e além disto, de termos construido um
protocolo especifico para busca de anomalias associadas com exames subsidiarios

para estes diagnosticos, poderia explicar esta discrepancia.

6.2.Correlacao genétipo-fenétipo

O nosso grupo € o terceiro no mundo a estudar, através de técnicas de
citogenémica, uma amostra de mais de 50 pacientes com caracteristicas clinicas da
OAVS (Rooryck et al., 2010, Beleza-Meirelles et al., 2015).

Nossos dados citogendmicos ndao apontaram uma regido gendmica unica
relacionada com o quadro clinico em estudo, porém os estudos por array revelaram

desequilibrios cromossémicos recorrentes nas regides 4p16.1, 19p13.3, 22q11.2 e
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Xp22.33. Outros trabalhos ja haviam relatado tais desequilibrios nas regides 22q11.2
e Xp22.33, em pacientes OAVS (Rooryck et al., 2010; Torti et al., 2013; Beleza-
Meireles et al., 2015).

6.2.1 Cromossomo 4

Em nossa casuistica, 6 pacientes (Pacientes 6, 22, 34, 50, 54 e 78)
apresentaram alteragdes no numero de copias do cromossomo 4, sendo cinco delas
no braco curto: uma duplicacdo em 4p16.3 e uma delecdo em 4p16.3p15.33, incluindo
os genes BAPX1 (4p15.33), responsavel pela microssomia hemifacial (OMIM
%164210); MSX1 (4p16.2), caracterizado como responsavel pelo desenvolvimento
craniofacial (Attanasio et al.,, 2013) e HMX1 (4p16.1), envolvido na sindrome
oculoauricular (OMIM #612109), e trés duplicagbes em 4p16.1, englobando o gene
HMX1.

O gene BAPX1 pertence a familia da NK2 de fatores de transcrigdo, que sao
reguladores do desenvolvimento da orelha média (OM) e tem um papel essencial em
sua formagao. Em 40% dos casos de OAVS, encontrou-se desequilibrio da expressao
deste gene em fibroblastos, mas nenhuma mutacgao foi encontrada, que corroborasse
a hipétese proposta de desregulagéo epigenética deste, como a causa dos mesmos
(Fischer et al., 2006).

A partir do estudo de ligagao em cinco geragdes de uma familia chinesa com
microtia isolada, Li et al. (2014) sugeriram a suscetibilidade do locus 4p15.32-4p16.2
para a condigao clinica. Os autores realizaram o sequenciamento dos genes EVC,
HMX1 e BAPX1, identificando 38 variantes, sendo que 9 delas segregavam com o
fendtipo da doencga. Gillespie et al. (2015) identificaram uma mutagdo missense em
homozigose no gene HMX1, em dois pacientes com a sindrome oculoauricular,
associada a malformagdes oculares e evidenciando que esse gene estaria envolvido
nas vias do desenvolvimento ocular do cristalino e retina. A expressao de BAPX1 se
se sobrepde em fungéo, ao produto do gene GSC que € um fator de transcrigcéo e
desempenha um papel importante na gastrulagao, sendo igualmente importante para
a formagdo de OM, mas este ultimo, esta localizado na regido 14q32, a qual foi

associada em uma familia com microssomia hemifacial, mesmo ndo havendo
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nenhuma mutagcdo neste gene em outras familias, nem em 120 casos isolados.
(Kelberman et al., 2001).

O nosso relato da recorréncia da duplicagdo em 4p16.1, incluindo o gene
HMX1, em pacientes com OAVS é de extrema importancia para a definicdo do locus
e fungado dos genes responsaveis pela etiologia da doenga, merecendo investigagdes
moleculares adicionais dessa regiao.

No quadro 5 abaixo, descrevemos as caracteristicas destes pacientes para
uma melhor comparacao de seus quadros clinicos.

Por tratar-se de diagnéstico especifico (Sindrome de Wolf-Hirschhorn), a
paciente 22 nio sera apresentada neste quadro. A discussao deste caso sera feita

em separado.

Quadro 5: Caracteristicas fenotipicas dos pacientes com alteragbes do numero de copias no

cromossomo 4

CASO | HISTORIA/QUADRO CLINICO REGIAO E FOTOS
GENES

Casal ndo consanguineo, dup 4p16.1
6 R.O. ITU no 6°m. Assimetria facial,
microtia Il com agenesia do MAE | (CNV patogénica)
M, 3a a E, com disacusia condutiva,
fossa glenoide pequena com HMX1
ramo mandibular curto

Casal ndo consanguineo,

34 microssomia hemifacial a D, dup 4p16.1
ALFR microtia Il e apéndices pré-
T auriculares e perda auditiva (CNV patogénica)
F 123 condutiva a D, assimetria de
’ orbitas, paralisia facial, HMX1

macrostomia, alteragdes nos
ossos temporais pela TC.

Casal ndo consanguineo.

54 Assimetria facial, microtia | a com
L.G.P. | apéndice pré-auricular e perioral dup 4p16.3
a E, cadeia ossicular E
F,9m | encarcerada, dermdide epibulbar, (VUS)

micrognatia com assimetria de
ramos
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N&o consanguineos, 1AE.
Assimetria facial severa com dup 4p16.1

M7§R assimetria de orbitas, paralisia .
o facial, deficiéncia severa de (CNV patogénica)
M, 6m tecidos moles a E, microtia Ill com HMX1

agenesia do MAE e hipoplasia da
orelha média a E, macrostomia

E interessante notar, que os pacientes deste quadro apresentam quadro clinico
muito semelhante. Trés deles (6, 34 e 78) apresentam duplicagdes na mesma regiao
(4p16.1), envolvendo o gene HMX1 e com pouquissima variagdo no tamanho (952,
947 e 944 kb). Todos eles tém seu quadro clinico limitado ao segmento craniofacial.
O gene HMX1, da familia de genes homeobox NKX5, expresso no olho em
desenvolvimento, na raiz dorsal do ganglio trigeminal e no segundo arco faringeo, é
responsavel pela sindrome oculoauricular quando mutado. Esta sindrome apresenta
clinicamente um envolvimento ocular importante com microftalmia, microcornea,
disgenesia de camara anterior, catarata, coloboma, alteragdes do epitélio pigmentar e
distrofia de cones, além da malformacgao auricular. Poderiamos inferir que a alteragao
do numero de copias encontrada nesta regiao tenha efeito mais limitado a regido de
segundo arco faringeo e ramo facial do trigémeo, ja que nenhum destes pacientes tem
envolvimento ocular.

Ja a nossa paciente de numero 54, apresenta uma duplicagdo em uma regiao
(4p16.3) mais proxima do gene MSX171 (4p16.2), que €& outro gene homeobox
responsavel pelo desenvolvimento craniofacial e esta associado a Displasia
Ectodérmica 3, tipo Witkop e a fendas orofaciais e agenesia dentarea seletiva. Nossa
paciente apresenta um quadro clinico muito leve de sindrome de Goldenhar e a sua
duplicacédo € muito pequena. Embora sua histéria familial seja positiva, a prima
também afetada, ndo apresentou alteragdes significativas do niumero de cépias em
nenhum cromossomo, ao exame molecular.

Encontramos também uma deleg¢ao no brago longo, em 4q13.3921.1. O Unico
relato na literatura com envolvimento de CNV do brago longo do cromossomo 4

(4935.11913.1) em um paciente com o fenotipo OAVS foi feito por Rooryck et al.
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(2010). A Figura 5 abaixo mostra o fendtipo do paciente 50, no qual encontramos tal

delegao.

Figura 5: Fotos do paciente 50 de frente e perfil direito e esquerdo

O paciente é do sexo masculino, tem 3 anos, filho de casal ndo consanguineo.
Ao exame apresentava assimetria facial discreta, microtia Ill com agenesia do MAE a
E e apéndices pré-auriculares a D, DA mista a E, micrognatia com assimetria de ramo
mandibular, insuficiéncia tricispide minima e sincondrose de costela cervical com T1.

A delecdo em 4q13.3 do nosso paciente 50 é significativa com 1,3Mb. A
disostose mandibulofacial com alopecia, esta relacionada com regiao préxima 4931,
onde se encontra o gene da endotelina A (EDNRA), responsavel pela sindrome.
Apesar do quadro clinico ser no mesmo campo de desenvolvimento para as duas
sindromes, a distancia gendmica é importante entre estas duas regides.

Nossa paciente de numero 22, nos foi encaminhada aos seis meses, por
apresentar dermdide epibulbar a esquerda, apéndices e pertuito pré-auriculares a
esquerda com microtia Il e MAE em fundo cego. Ao exame, apresentava ainda
macrostomia com cantos da boca para baixo, fenda palatina, retrognatia, sonda
nasogastrica, pescogo curto com fechamento incompleto dos corpos vertebrais
cervicais, estenose pulmonar, gastrostomia e importante atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor com convulsées. A descoberta de uma delecdo de 13,5 Mb em
4p16.3 com uma duplicagéo de 8,7 Mb em Xp22 e a reavaliagéo clinica agora sem a
sonda, nos levou ao diagndstico de Sindrome de Wolf-Hirschhorn e a busca na
literatura da associacao deste quadro com o dermodide epibulbar. Ndo encontramos,
apods exaustivos esforcos, nenhuma descricdo na literatura da associagdo da
Sindrome de Wolf-Hirschhorn com dermdide epibulbar, o que nos levou ao primeiro
relato publicado. (Bragagnolo et al., 2016)
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6.2.2 Cromossomo 19

Em trés pacientes (Pacientes 20, 28 e 44) observamos duplicacbes em
19p13.3, possivelmente VUS e no caso 84, uma duplicacdo 216 pb em 19p13.11
(19,494,044-19,710,107) possivelmente patogénica. O paciente 28 foi descrito no
quadro 3 e o0 20 sera objeto de discusséo posterior por apresentar outra variagao no
numero de copias no cromossomo 8.

O paciente 84 é do sexo masculino, tem 3 anos e foi encaminhado por
apresentar deficiéncia auditiva profunda & esquerda, diagnosticada ao nascimento. E
filho de pais ndo consanguineos, com um primo paterno com DA bilateral, cuja mae
(3G) havia tido um AE anterior e durante a gestacado do paciente teve sangramento
em grande quantidade no 2° e 3° més de gestacgado. A crianga nasceu a termo sem
intercorréncias, porém evoluiu com ADNPM. Ao exame, apresentou-se microssdmico
com prominéncia da sutura metopica, dolicocefalia, assimetria facial discreta, microtia
I, costela cervical a E, raquisquise de C7, hemivértebra entre T1, T2 e T3 e claviculas
curtas, além de escoliose e prega palmar unica. A figura 6 mostra as caracteristicas

fenotipicas do paciente 84.

Figura 6: Caracteristicas fenotipicas do paciente 84

Na literatura, o estudo de um paciente com dismorfismos faciais, alteracdes
cardiacas e perda auditiva revelou uma delegcéo 19p13.3, incluindo genes candidatos
para anomalias craniofaciais, como o GNA11 e TLEZ2, sendo que este ultimo faz parte
da via Nodal (Al-Kateb et al., 2010). No banco de dados DECIPHER e ClinGen, casos
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com duplicagdes 19p13.3 semelhantes, foram descritos e essas alteragbes foram
consideradas patogénicas, sendo que em um deles (Paciente 253949 do DECIPHER),

alteragdes faciais foram relatadas, porém nao especificadas.
6.2.3 Cromossomo 22

Em nossa coorte, encontramos CNVs da regido 22q911.2, consideradas
benignas na populagédo normal, em 41 dos 72 pacientes (57% da amostra), sendo que
39 (54% - 39/72) duplicagdes e 3 (4% - 3/72) dele¢des nessa regido. A alta frequéncia
destas alteragdes no cromossomo 22 nos surpreendeu, pois estas microdeleg¢des ou
microduplicagdes se encontravam em uma regido proxima a genes envolvidos no
desenvolvimento dos arcos faringeos, sugerindo que um possivel efeito posicional na
expressao desses genes, poderia causar o fenétipo do OAVS.

Ressaltamos essas CNVs mesmo benignas, devido a frequéncia em que
ocorreram e por estarem em uma regido que contém genes candidatos: o YPEL71 e o
ERK2, que participam do desenvolvimento dos arcos faringeos. Conforme discutido
por Beleza-Meireles et al. (2015), a alta incidéncia de CNVs polimérficas no
cromossomo 22, em pacientes com caracteristicas do OAVS, deve ser considerada,
pois nao € possivel descartar a patogenicidade destas variacbes e nem seu papel nas
vias de sinalizagéo, durante o desenvolvimento craniofacial.

Descrevemos o sétimo caso (Paciente 1) de microdelecdo em 22g11.2 com
caracteristicas fenotipicas de OAVS da literatura, com a utilizagao da técnica de array
gendmico (Jackson et al., 2007; Xu et al., 2008; Lafay-Cousin et al., 2009; Tan et al.,
2011; Torti et al., 2013; dos Santos et al., 2014). O relato deste caso detalhado foi
publicado na Cytogenetic and Genome Research (Colovati et al., 2016 - Anexo 6). A

figura 7 mostra as caracteristicas deste paciente, que descrevemos abaixo.

P A -

—

Figura 7: Fendtipo do paciente 1 com delecdo de 581 kb em 22g11.21
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Paciente do sexo masculino, 9 meses, crianca adotada, filho de m&e drogadita
usuaria de cocaina. A mae fez uso de cinta (compressdo mecanica) para esconder a
gestacao, tentativa de aborto com medicagdo desconhecida e teve diagnostico de
hepatite A na gestagcao. Uma meia irma materna nasceu com anencefalia. Ao exame,
0 paciente apresentava peso e estatura abaixo terceiro percentil, microssomia
hemifacial a D, micrognatia, microtia Ill, agenesia do meato auditivo externo e de
cadeia ossicular com perda auditiva mista moderada a direita, cavidade glendide,
cbndilo e ramo mandibular alterados ao raio X a D, fenda de palato mole pés-forame
e fechamento incompleto do corpo vertebral em coluna vertebral, na porg¢ao toracica.

A delecgéo encontrada no paciente incluia 21 genes, porém sem a delegdo da
regido critica responsavel pela Sindrome de Di George.

Os genes candidatos para OAVS da regido 22q11.2 (YPEL1 e ERK2/MAPK1)
sS40 genes expressos nos arcos faringeos e associados a alteragbes cranofaciais e
cardiacas, porém encontram-se um pouco distantes (924kb) da regido deletada em
nosso paciente. Entretanto o gene CRKL, que ativa as vias de transformagéo de
fibroblastos e, em modelo animal, causa defeitos craniofaciais, cardiacos e outros
derivados da crista neural, encontra-se dentro da regido deletada em nosso paciente.
Assim consideramos o achado molecular como CNV provavelmente patogénica.

As alteragdes citogendmicas observadas na regidao 22q11.2, reforgam a ideia
dos trabalhos publicados anteriormente, indicando que essa regidao é candidata para

a ocorréncia do OAVS.

6.2.4 Cromossomo X

Em nosso estudo, observamos duas duplicagdes e duas dele¢des envolvendo
a regiao Xp22.33, em quatro pacientes (Pacientes 22, 36, 43 e 55). Os pacientes 22
e 55 ja foram descritos no quadro 3, sendo que no paciente 22, a influéncia desta
duplicacédo de 8,7 Mb, resultante de uma translocacao materna, foi descrita em
detalhes, em artigo exclusivo para o caso (Bragagnolo et al. 2016 — Anexo 5). No caso
do paciente de numero 55, sua duplicacdo de apenas 241pb foi considerada como

VUS, assim como no caso 43, que apresentou uma pequena delecado de 187pb.
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Ja o paciente de numero 36 apresentou uma grande delecdo de 3,3Mb e seu
quadro clinico e aspecto fenotipico estdo descritos abaixo e podem ser apreciados na

figura 8.

Figura 8: Paciente 36 em foto de frente, perfil D e perfil E

Filho de pais ndo consanguineos. A mae teve um aborto espontaneo anterior a
gestacdo do paciente, é etilista social e tabagista e apresentou sangramento no 3°
més de gestagédo. O paciente do sexo masculino nasceu pré-termo, pequeno para
idade gestacional, com orelha direita malformada e hérnia inguinal bilateral.
Compareceu a consulta com 13 anos, apresentando assimetria facial, micrognatia,
microtia Ill com agenesia do meato acustico externo e deficiéncia auditiva condutiva a
direita. Ao exame radioldgico, apresentou assimetria de ramo mandibular e da fossa
glenoide. A delecdo em Xp22.33 de nosso paciente 36 foi considerada CNV
provavelmente patogénica e englobava o gene PRKX, que esta relacionado com
proliferagdo, migracao celular e formacao de vasos na angiogénese (Li et al. 2013).

Na literatura, um paciente diagnosticado com dismorfias craniofaciais
(dermdide epibulbar, hipoplasia mandibular e apéndices pré-auriculares) mostrou
duplicagéo de Xp22.33, incluindo o gene PRKX (Rooryck et al., 2010).

Laugel-Haushalter et al. (2014) propuseram que 0 gene RAS2, em Xp22.33,
seria um modulador do desenvolvimento craniofacial. Sabe-se, porém, que mutacdes
nesse gene estdo associadas a sindrome Coffin-Lowry ligada ao X (OMIM #303600).

As delegbes e duplicagbes na regido Xp22.33, presentes no DECIPHER e

ClinGen, estao todas relacionadas com deficiéncia intelectual.
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6.2.5 Demais cromossomos

Os demais dados citogenémicos encontrados, sdo discutidos a seguir pela
ordem cromossomica.

Nosso paciente 37, do sexo masculino, apresentou uma duplicagédo da regiao
2932.1 de 2,2 Mb (186,743,872-188,985,410). Filho de pais ndo consanguineos, a
mae teve diabetes gestacional e infecgdes urinarias de repeticdo na gestacédo. O
paciente apresentou hipoglicemia apés o nascimento. A avaliagdo clinica, com 11
anos e meio, apresentou microcefalia, assimetria facial, microtia Il com agenesia do
meato acustico externo a esquerda e apéndices pré-auriculares bilaterais e na linha
entre orelha e o canto da boca a esquerda, orelha média e cadeia ossicular
displasicas, com deficiéncia auditiva leve a moderada, diminuicdo da mobilidade do
palato mole e assimetria do ramo mandibular com envolvimento do nervo facial, sopro
cardiaco, além de criptorquidia bilateral, mas o seu desenvolvimento psicomotor é

normal e sem convulsdes. O fendtipo do paciente pode ser visto na figura 9 abaixo.

Figura 9: Paciente 37 em foto de frente e perfilD e E

Na literatura, ha apenas um caso de duplicagao 2q32.1 relatado, numa paciente
com atraso de desenvolvimento, epilepsia e autismo. A regido duplicada desta
paciente era reciproca a da sindrome da delegao 2932-933. A alteracdo do numero
de copias do nosso paciente foi considerada VUS.

Dois pacientes apresentaram duplicagdes no cromossomo 3 (pacientes 15 e
18), uma em 3q e outra em 3p, respectivamente. O primeiro paciente (15) tem uma
duplicacédo de 360 kb em 3qg28 (188,985,132-189,345,114) e apresentava assimetria
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facial ao nascimento, fenda facial 4 de Tessier com agenesia do ponto lacrimal e
ectropio da palpebra inferior a esquerda, fenda palatina pés-forame, labio leporino e

hipospadia. O fenétipo do paciente pode ser conferido na figura 10.

Figura 10: Paciente 15 em foto de frente e perfil D e E

No DECIPHER, dois pacientes tém sobreposigdo com a regido duplicada de 3q
de nosso paciente com alguns dos sinais clinicos presentes neste. Um com face
anormal e fissuras orais, porém a duplicagao foi considerada benigna (herdada do pai)
e outro paciente com hipospadia, assimetria facial e ponte nasal larga e com
patogenicidade considerada incerta.

A sindrome de microduplicagdo 3929 intersticial, descrita por Lisi et al. (2008)
numa familia em 3 geragdes com 5 membros afetados, apresentava deficiéncia
intelectual de leve a moderada e microcefalia. O significado clinico deste achado ainda
€ incerto. Na duplicacao em 3928, somente o gene TPRG1 esta envolvido. Esse gene
regula uma proteina p63, que estd associada com doenga coronariana.
Recentemente, um paciente com OAVS foi relatado apresentando alteracdo no
cromossomo 3, uma microduplicacdo em 3g29 e essa regiao foi relacionada com a
via de sinalizagao craniofacial nodal (Guida et al., 2015). A alteragdo do numero de
copias de nosso paciente engloba a regido do gene TPRG1 e foi considerada VUS.

A paciente 18 do sexo feminino apresentou uma duplicagao de 257 kb em 3p13
(71,612,202-71,869,065) e ao exame com 5 anos tinha assimetria facial, microtia
bilateral assimétrica, grau Ill com atresia de MAE e deformidade de cadeia ossicular
a direita, macrostomia atresia duodenal, cardiopatia (CIA, CIV e PCA) e
desorganizagao da coluna toracica com hemivértebras e alteragbes de costelas. A
paciente é filha de casal ndo consanguineo e a mae usou alcool e tabaco na gestagéo.

Ao nascimento apresentou andxia grave, tendo permanecido em ventilagdo mecanica
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por uma semana. O fendtipo da paciente encontra-se na figura 11.
F ——

Figura 11: Paciente 18 em foto de frente e perfil D e E

Existem 3 principais genes (PROK2, GPR27, EIF4E3) nesta regido, descritos
no OMIM, porém nenhum diretamente relacionado com o desenvolvimento
craniofacial. No DECIPHER, o paciente 272123 apresenta sobreposi¢céo de 84 kb com
a regiado duplicada em nosso paciente e apresenta malformagdes de orelha externa,
olhos encovados, orelhas de implantacdo baixa, deficiéncia auditiva e cardiopatia,
porém os fenétipos ndo sao coincidentes no restante do quadro clinico. Além disso,
sua duplicacdo foi herdada de um progenitor normal. Em nossa paciente esta
alteracao genbmica foi considerada VUS.

Dois pacientes (20 e 39) de nossa casuistica tiveram CNVs no cromossomo 8.
A primeira paciente 20 do sexo feminino e com 6 anos de idade, apresentou uma
duplicagédo de 317kb em 8g24.3 (144,636,785-144,953,893). Filha de casal néo
consanguineo, mae tabagista e etilista social, com um AE de outro relacionamento e
um filho nascido com extrema prematuridade, que foi a ébito com horas de vida. Ao
exame, a paciente apresentava microssomia hemifacial a D, com assimetria e
deslocamento orbital, ramo mandibular curto e alterado na forma a D, microtia Ill a D
com agenesia do MAE, do recesso timpanico e da cadeia ossicular, DA condutiva e

macrostomia com desvio de rima, como pode-se observar na figura 12, abaixo.

Figura 12: Fotos de frente e perfil da paciente 20
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N&o ha genes descritos no OMIM no exato intervalo da duplicagao da paciente,
porém muito proximo a ele estdo os genes PUF60 e SCRIB, que quando excluidos
em modelos animais, foram relacionados a anomalias craniofaciais, microcefalia e
coloboma (Dauber et al., 2013). Verheij et al. (2009) descreveram a mutagao do gene
PUF60 em dois pacientes com coloboma, alteragbes cardiacas congénitas,
anormalidades dos membros e atraso psicomotor. A sindrome de Verheij (OMIM
625583) é caracterizada por baixa estatura, microcefalia, altera¢gdes nos olhos, nariz,
boca e pescogo, anomalias cardiacas e renais e de coluna e assim torna-se outro
diagndstico diferencial para OAVS. Nossa paciente de numero de 20 tem um quadro
restrito a regido craniofacial sem acometimento de outros sistemas e &rgéos
associados. Sua alteracdo gendémica foi considerada CNV provavelmente patogénica.

A paciente 39 é do sexo feminino, 16 anos e tem em 8q13.3, uma delecao de
1,4 Mb incluindo gene EYAT1, importante para o desenvolvimento craniofacial e
responsavel pela sindrome Bronquiootorenal (BOR OMIM # 166780) e sindromes
alélicas (Otofaciocervical tipo | ou OTFC1 e Branquidtica ou BO). Nossa paciente é
filha de pais nao consanguineos e apresentou anoxia moderada ao nascimento, com
aspiracao de mecbnio e permanéncia em UTI neonatal por 3 dias. Havia feito
desobstrucdo do conduto lacrimal. Evoluiu com ADNPM, microcefalia, deficiéncia
intelectual e insuficiéncia renal, tendo sido transplantada, porém as alteragdes do
parénquima renal eram adquiridas. Ao exame, apresentava microtia Ill a D e
apéndices e fistulas pré-auriculares e em regiao cervical a D com deficiéncia auditiva
mista bilateral. Aos exames de imagem, apresentou alteragdes de céclea e orelha
média, fusdo de vértebras cervicais, anomalias de costelas e escapulas, que se
aproxima bastante da descricdo da sindrome de Otofaciocervical. Neste caso,
enfatizamos a dismorfologia reversa, onde as alteracbes cromossémicas em 8q13.3,
envolvendo gene EYA1, associada as caracteristicas dismorfolégicas do paciente, nos
levaram a conclusdo do diagndstico diferencial como sindrome OTFC1. As

caracteristicas da paciente 39 podem ser observadas na figura 13.

Figura 13: Paciente 39 em fotos de frente e perfil
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Nossa paciente 41, sexo feminino, 9 anos, filha de pais n&do consanguineos,
necessitou de ventilacdo assistida logo ao nascimento por apresentar defeito de septo
atrio-ventricular (CIA, CIV) e PCA, isomerismo cardiaco com hipoplasia de ventriculo
direito e atresia pulmonar (valva bicuspide), sendo operada aos 3 dias de vida. Esta
paciente apresentou 2 duplicagdes em 10p13 (220pb) e outra em 10p14 (224pb). Esta
regido abriga a segunda regido critica para sindrome de Di George, descrita por Daw
et al. em 1996, em pacientes com o fenétipo da sindrome e sem delegédo em 22qg, com
sobreposicao de delegbes em 10p13/10p14, concluindo que havia grande evidéncia
para haploinsuficiéncia de um ou mais genes em 10p. Lichtner et al. (2000) concluiram
tratar-se de uma sindrome de genes contiguous. Nossa paciente 41 apresentava
assimetria com microtia Il a esquerda e apéndices pré-auriculares que foram retirados,
coloboma de palpebra superior do mesmo lado e ao exame de US de abdome,
revelou-se silhueta hepatica a E e bago ndo caracterizado. O fenétipo da paciente 41

pode ser apreciado na figura 14.

Figura 14: Paciente 41 em fotos de frente e perfis

Nosso paciente de numero 52, sexo masculino, apresentou uma grande
delecao de 7,3Mb em 10g26.2926.3. Ele é filho de casal ndo consanguineo, cuja mae
apresenta deficiéncia auditiva mista a D e neurossensorial moderada a E, teve um AE
anterior ao nascimento do paciente e foi tratada de pneumonia durante a gravidez. O
paciente teve andxia moderada e criptorquidia ao nascimento, necessitando de
ventilacao assistida. Evoluiu com convulsdes desde 3° més de vida, perda de forga no
braco E com 1 ano e ADNPM seguido de deficiéncia cognitiva moderada. Aos 17 anos
ao exame, apresentou microssomia, assimetria facial discreta, estrabismo
convergente, microftalmia a esquerda com microcérnea, microtia | com cadeia

ossicular anormal, perda auditiva mista, paralisia facial, macrostomia, palato ogival,
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pescoco curto, malformacédo de costelas, térax tubular, hemiparesia de marcha e
osteopenia. Ao exame de ressonancia magnética de cranio, tinha substancia branca
cerebral periventricular reduzida e megaventriculia, compativel com sequela de
anoxia. A delecao de nosso paciente engloba pelo menos 21 genes listados no OMIM.

Na figura 15, podemos observar o fenotipo do paciente.

Figura 15: Fotos do paciente 52 com 1 ano e aos 17 anos

O segmento deletado neste paciente esta contido na regido que determina a
Sindrome da delecao de 1026 (OMIM#609625), uma sindrome de genes contiguos
e que foi assim designada para delegdes de pelo menos 600kb em 10926.2, podendo
o ponto de quebra ir de 10923.3 a 10qter e tendo um quadro clinico bastante
polimérfico de acordo com o tamanho da delecdo. Nosso paciente apresenta diversos
sinais descritos nesta sindrome como ADNPM, retardo de crescimento, disturbios de
linguagem, convulsdes, deficiéncia cognitiva, microcefalia, bossa frontal, facies
triangular, assimetria facial, estrabismo, orelhas baixo implantadas, micrognatia,
filtrum longo e apagado, labios finos e criptorquidia. Assim o achado citogenémico do
paciente foi considerado patogénico e causal da sindrome da del 10g26.

Dois pacientes (pacientes 49 e 58) apresentaram alteragbes do numero de
cépias na regiao 16p13, sendo uma duplicagdo de 1,4Mb em 16p13.11 e uma delecao
de 1,9Mb em 16p13.3.

Nossa paciente 49, do sexo feminino, com 14 anos, é filha de casal néo
consanguineo, cuja mae teve sangramento no 3° més de gestagdo. Nasceu com
dermdide epibulbar a D e apéndices pré-auriculares do mesmo lado com desvio de
rima bucal. Ao exame apresentou assimetria facial, paralisia facial, assimetria

mandibular e cicatriz cirargica pré-auricular D. Ao exame radiolégico apresentava 13
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pares de costelas a D com escoliose dextroconcava por presenca de hemivértebra
entre T12 e T13, além de espinha bifida. Seu fendtipo pode ser observado na figura

16 abaixo.

0
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Figura 16: Paciente 49 em foto de frente e perfis

A duplicacdo em 16p13.11p12.3 da nossa paciente 49, considerada como CNV
provavelmente patogénica em nosso estudo, se sobrepde a dois pacientes descritos
no DECIPHER, sendo um deles com uma delecdo um pouco maior (1,9Mb) e
apresentando assimetria facial, microtia e alteracdo do MAE, coloboma ocular e
alteracdes vertebrais. Os genes contidos neste intervalo (NDE1, ABCC6 e MYH11)
sdo relacionados a sindrome descritas no OMIM, porém sem correlagcdo com o
fendtipo de nossa paciente

A paciente 58, do sexo feminino, 19 anos, é filha de casal ndo consanguineo,
cuja mée teve 2 AE anteriores a paciente e apresentou ITU e descolamento prematuro
de placenta, com sangramento no 6°més de gestacdo. Ao nascimento, foi feito o
diagnostico de cardiopatia e trago falciforme. Evoluiu com ADNPM e deficiéncia
cognitiva, além de hipotireoidismo. Aos 19 anos, apresentava assimetria facial com
epicanto bilateral, assimetria orbitaria, microtia Il com auséncia de MAE, hipoplasia
de orelha média com deformidade de cadeia ossicular e surdez conductiva a D e mista
a E, nariz tubular, paralisia facial, micrognatia e macrostomia. Ao exame de RM de
cranio, cisto do plexo coroide. A paciente apresentou uma dele¢cao de 1,9Mb em
16p13.3, que foi considerada patogénica. Na literatura, essa regiao (16p13.3) foi
relacionada com o desenvolvimento craniofacial em uma paciente com um rearranjo
complexo envolvendo a regidao 16p13.33 (del-trip-dup) (Gu et al.,2011; Hammond et

al., 2014). A delegao de nossa paciente envolve 30 genes listados no OMIM, porém
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sem correlagdo clinica com o seu fend6tipo. Abaixo na figura 17, as caracteristicas

fenotipicas da paciente podem ser contempladas.

L4

A e L Ve

Figura 17: Paciente 58 em fotos de frente, perfil D e E

Nossa paciente de numero 42 tem uma duplicacdo de 1Mb em 17g11.2. A
paciente € do sexo feminino e tem 7 anos e meio, filha de casal ndo consanguineo e
cuja mae teve 2AE. Ao exame, a paciente apresentou ADNPM, assimetria facial leve,
microtia Il 8 D com agenesia de MAE e DA condutiva a D e algumas manchas “café
com leite”. Ao ECO, valva adrtica bicuspide e persisténcia de veia cava superior. O

fenodtipo da paciente encontra-se na figura 18 abaixo.

Figura 18: Paciente 42 em fotos de frente e perfis D e E

No DECIPHER, ha uma descricao de um paciente com uma duplicagdo de 2Mb,
abrangendo a regido duplicada do nosso paciente e que apresenta caracteristicas
comuns a ela, como anomalias da orelha externa com baixa implantagao, fronte ampla
com implantagcao alta de cabelo, face hipomimica, filtro longo, micrognatia e
deficiéncia intelectual. Na descricdo do DECIPHER, ha também ataxia e
malformacdes do sistema nervoso central, que ndao foram encontradas em nosso
paciente. Esta regido cromossdmica também contém genes para deficiéncia auditiva

neurossensorial isolada autossémica recessiva e o gene NF1, responsavel pela
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neurofibromatose tipo 1 (OMIM *613113). A duplicacdo de nossa paciente foi
considerada CNV provavelmente patogénica.

E importante enfatizar que todas as CNVs encontradas neste estudo, também
foram comparadas a um banco interno de dados de CNVs da UNIFESP, o qual
continua sendo alimentado com CNVs presentes na populacao brasileira saudavel. A
constante alimentagdo deste banco, auxiliara no esclarecimento e na conclusao de
muitos resultados que ainda estiverem inconclusivos.

Os genes e loci candidatos descritos neste estudo merecem investigacdes
adicionais, considerando que a alteracao da arquitetura gendmica, pode ser ainda um
fator crucial para os mecanismos moleculares e celulares, envolvidos no

desenvolvimento do primeiro e segundo arcos faringeos.

6.3 OAVS e gene MYT1

Gracgas a um estudo colaborativo com pesquisadores do Service de Génétique
Medicale do Centre de Référence Anomalies du Développement et Syndromes
Malformatifs de Bordeaux na Franga, trés de nossos pacientes (pacientes 13, 28, 44)
tiveram associados aos seus quadros clinicos, alteragdes envolvendo o gene MYT1
(20g13.33), descrito recentemente por este grupo, relacionando-o ao OAVS (Lopez et
al., 2016).

Por estudos funcionais determinou-se que mutagdes neste gene interferem na
via RA do acido retindico. Na paciente 44, descrita no quadro 3, foi encontrada uma
mutacg&o patogénica “de novo” ainda nao descrita. No paciente 28, uma duplicagéo de
82kb, envolvendo os dois primeiros exons do gene foi encontrada, com ponto de
quebra no intron 2. No paciente 13, a duplicacdao de 99kb, mostrou ponto de quebra
no intron 1 e no paciente 53, uma duplicagao de 89kb a 9kb upstream ao gene, o que

poderia ter efeito em sua expressao ou modificar a organizagao espacial da cromatina.

6.4. Limitagoes do estudo

Mesmo limitando os critérios clinicos de inclusao, nao é possivel excluir todos
os diagndsticos diferenciais do espectro. Uma metodologia molecular mais ampla, que

exclua sindromes com genes conhecidos, poderia minimizar esta limitagao.
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7. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos neste estudo de acordo com os objetivos propostos,

podemos concluir que:

A grande heterogeneidade clinica dos casos requer uma definicdo de
critérios minimos de classificacdo cada vez mais estreitos, sendo assim,
a criacao de um protocolo especifico para o estudo e a realizagao de
exames complementares obrigatérios, como os realizados neste estudo,
sdo importantes na separagédo dos casos mais leves dos mais graves, o0
qgue nos permitiria estuda-los separadamente

A avaliagao citogendmica dos casos nos permitiu a formagao de grupos
mais homogéneos clinicamente e que possuem alteragdes
citogenémicas especificas como no caso dos pacientes do grupo do
cromossomo 4p, com genes importantes para o desenvolvimento
craniofacial.

A confirmacgao de alteracdo no gene MYT1 permitiu a identificagao da 3°
mutagcdo em um paciente com caracteristicas do OAVS com esta
alteragao génica nesta amostra.

A enorme gama de genes envolvidos no desenvolvimento craniofacial e
suas interagcbdes sao alguns dos principais fatores responsaveis pela
variabilidade de quadros clinicos envolvidos com o espectro e sindromes
semelhantes. A elucidacao destas interagdes podera ser o caminho para
melhor caracterizagdo de cada sindrome que esteja, no momento,
incluida sobre a égide do espectro oculoauriculovertebral

A paciente 22 apresenta caracteristicas da sindrome de Wolf-Hirschhorn
(OMIM #194190) e é o primeiro caso desta sindrome, descrito na
literatura, com dermoéide epibulbar, uma caracteristica fenotipica para a
sindrome de Goldenhar.

Portanto, as alterag¢des citogenémicas observadas nesse estudo podem

contribuir para elucidagao da etiologia do fenétipo do OAVS.
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De forma geral, devemos considerar que os rearranjos, que formam
delegdes ou duplicagdes, podem culminar em alteragdes de fendtipo por
diversos mecanismos moleculares, principalmente alterando o numero
de copias de um gene (ou genes) sensivel a dose ou um efeito posicional

impactando genes proximos a CNV.
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Anexo 1 - Termo De Consentimento Livre E Esclarecido

) TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
SINDROME DE GOLDENHAR: ESTUDO CLINICO E CITOGENOMICO

A Sindrome de Goldenhar € uma doencga genética que causa malformacgdes na
face como diferenca entre os dois lados do rosto e malformagdes de orelha. Podem
ainda aparecer problemas nos olhos e ossos do pescoco. Varios fatores estido
associados a doenga como o uso de certos remédios, sangramento e diabetes na
gravidez, baixo peso ao nascimento. Estas situagbes podem acontecer junto com
caracteristicas genéticas.

Os objetivos deste estudo sao:

1) Examinar os pacientes encaminhados ao Centro de Genética Médica com
caracteristicas tipicas em face e orelhas, e verificar quais podem ser classificados
como a sindrome através de comparagdes com medidas ja determinadas nos
trabalhos cientificos anteriores;

2) Realizar estudo dos cromossomos (estruturas que carregam a informacéo genética)
destes pacientes;

3) Estudar variacbes genéticas que aparecem em alguns destes cromossomos e
genes que possam estar alterados;

4) Verificar a importancia e necessidade da realizagédo de exames laboratoriais nos
casos de Sindrome de Goldenhar.

Para isso, os pacientes com diagndstico da sindrome serdo avaliados de
acordo como protocolo clinico, serao fotografados para melhor caracterizagao de suas
caracteristicas fisicas, apresentacdo em congressos e publicagdo cientifica
exclusivamente.

Para o estudo genético, serao coletados cerca de 15 mL de sangue da veia do
antebrago, uma unica vez, com material estéril e descartavel. Nao € necessario jejum.
Os desconfortos da puncdo podem ser dor e vermelhidao local, considerados sem
complicacéo clinica.

Ndo havera qualquer custo ou despesa para o paciente ou seu(s)
responsavel(s). Também n&o havera nenhum tipo de compensacdo financeira
referente a sua participacdo e os resultados obtidos poderdao ser consultados a

qualquer momento.



As amostras coletadas serdo utilizadas exclusivamente para este estudo,
sendo desprezadas apds sua conclusao.

Os pesquisadores envolvidos comprometem-se a proteger a privacidade dos
participantes e a utilizar os dados clinicos, laboratoriais e a documentacgao fotografica
somente para pesquisa e publicagao cientifica.

Em qualquer etapa do estudo, os profissionais responsaveis estardo a
disposicdo para esclarecer eventuais duvidas. E garantida ao participante, a liberdade
da retirada do consentimento a qualquer momento do estudo, sem qualquer prejuizo
a continuidade de seu tratamento na Instituicdo. As informagdes obtidas serao
analisadas em conjunto com as de outros voluntarios, ndo sendo divulgada a
identificacdo de nenhum paciente.

Os principais investigadores sdo a Profa. Dra. Ana Beatriz Alvarez Perez e a
pesquisadora Dra. Silvia Bragagnolo, que podem ser contatadas por e-mail
(sbragagnolo@unifesp.br e anabia.morf@epm.br), pelo telefone 5085.0188, ou no
Centro de Genética Médica, situada a Rua Coronel Lisboa, no 966, CEP 04020-041,
Sao Paulo, Capital.

No caso de alguma consideragao ou qualquer duvida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP)- Rua Botucatu, 572- 1°
andar cj 14, telefone: 5571-1062, FAX: 5539-7162, E-mail: cepunifesp@epm.br.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li

ou que foram lidas para mim, descrevendo essa investigacao clinica.
Eu discuti com @ Dr(@)........uuueeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e sobre a minha decisao
de participar deste estudo. Ficaram claros para mim quais os propésitos do estudo, os
procedimentos a serem realizados, seus riscos e desconfortos, as garantias de
confiabilidade e de esclarecimentos permanentes.

Nome do paciente Data

Assinatura do(a) paciente Data
ou representante legal

Assinatura da Data
testemunha
Assinatura do Data

responsavel pelo estudo




Anexo 2 — Parecer da Comissao de Etica em Pesquisa

Plataforma Brasil - Ministério da Saude

Universidade Federal de S&o Paulo - UNIFESP/ Hospital Sdo Paulo

PROJETO DE PESQUISA
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Pesquisador: SILVIA BRAGAGNOLO Versao: 2
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
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Apresentacao do Projeto:
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
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Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
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Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Conforme parecer 56512 de 16/7/2012

Recomendacgoes:

Conforme parecer 56512 de 16/7/2012

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

pendencias atendidas. Projeto pode ser aprovado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao




Consideragoes Finais a critério do CEP:

O colegiado acatou o parecer do relator. Projeto aprovado.

SAO PAULO, 03 de Agosto de 2012

Assinado por:
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Anexo 3 — Protocolo de Avaliagao Clinica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO - HOSPITAL SAO PAULO

CENTRO DE GENETICA MEDICA
PROTOCOLO DE PESQUISA SINDROME DE GOLDENHAR

Data:_ /[ [ CGM:

DN__ /| Idade: RG HSP:

Nome: Sexo
Natural: Ocupacgéo: Esc:

Pai: Idade:
Natural: Ocupagéo: Esc:

Mae: Idade
Natural: Ocupagao: Esc:

Endereco:

CEP: Cidade: Telefone:

Renda familiar:

H.P.M.A/l.S.D.A.:

ANTECEDENTES OBSTETRICOS:

Gesta Gestagao S N Pré-natal

Para planejada N° consultas

AE desejada més primeira

AP Rep.Assist inicio mov fetal
lagueada técnica vigor e freqUiéncia

Idade materna a gestacgéo:

Idade Paterna a gestacao:

Qutros procedimentos diagnésticos:




INTERCORRENCIA

S |N |ESPECIFICAR TRIMESTRE E MEDICAGAO

Hipertensé&o Arterial

Diabetes

Infecgdes/Gripe

Sangramentos

RX

Alcool

Tabagismo

Medicamentos: vit. A

isotretinoina

imunossupressor
Talidomida
vasoativas
Anemia
Parto Apresentagéo Cronologia IG sem
espontaneo Cefalica Termo PN G
cesarea Pélvica Pré-termo EN Cm
forceps Coérmica Pos-termo PC Cm
Massa corp. mat. Outras Apgar
Demorou para Chorar: ( )N Cianose ( )S( )N

INTERCORRENCIAS NEONATAIS

(condigdes de nascimento, problemas no bergario, condigdes de alta, amamentagéo, etc)

Orelhinha: Direita passou( ) falhou( )

Reflexo vermelho: OD presente( ) ausente( )

Triagem Neonatal: FAL.

T4

Esquerda passou( ) falhou( )
OE presente( ) ausente( )

Outras:

i fez( )

i fez( )

ANTECEDENTES MORBIDOS (Internactes, Cirurgias, Doengas Crénicas):

CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO:

Sorriso Social:

Sentou sem Apoio:

Primeiras Palavras

Engatinhou

Sustentou Cabega:

Controle de Esfincteres:

Comportamento e DNPM Atual / Escolaridade:

Sentou com Apoio:

Andou sem Apoio:




ACOMPANHAMENTO ESPECIALIZADO (FONO, T.O., FISIO, ESCOLA ESPECIAL, ETC):

ANTECEDENTES FAMILIARES: CONSANGUINIDADE: ( ) SIM ( ) NAO

Irmandade do Propésito (A):

gestacao 1 2 3 4 5 6 7 8

nv,nm,ae,ap

sexo: m,f,i

Microtia/pit/tag

Alt. craniofacial

disacusia

peso nasc.

estatura nasc.

idade

IRMANDADE DO PAI (B:)

IRMANDADE DA MAE (C:)

HEREDOGRAMA:



Informagbes gerais sobre a familia

Origem geografica da familia materna e paterna, (algum dos 4 avds é nascido fora do Brasil?)

Sobrenome materno:

Sobrenome paterno:

A familia informa alguma etnia especial ?

EXAME FiSICO GERAL:

Cor: Branco ( ) Negro ( ) Pardo ( ) Amarelo ( )

Origem Geografica da Familia:

Aspecto Geral , Atividade, Nutricao

FC: FR: PA:
ANTROPOMETRIA: Idade Cron.: Idade Estat.:
Dado Valor Perc. Dado Valor Perc. Dado Valor Perc.
Peso Font. PT
Est. DAT DIM
Env. DT Esterno
DPP I.Cef Méao D
DCC DICE Méo E
SS/S| DICI Dedo D
PC id DIP Dedo E
est Orelha D PéD
Orelha E Pé E

Exame Fisico Especial

Descri¢ao: identificar o numero

1. sem desvios fenotipicos
cranio:

olhos

orelhas

nariz

boca

pescogo

térax

© ® N o g & w DN

abdomen

N
o

. genitais externos

N
N

. membros superiores
12. membros inferiores

13. coluna vertebral

14. pele e anexos

15. neurolégico

16. desvios fenotipicos em familiares




Checklist:

Anomalias Principais

sim

Hipoplasia Mandibular
Mandibula

Fossa glenoidea Malformada

Microtia

Apéndices pré-auriculares
Orelha

Perda auditiva Condutiva

Malformagdes de orelha média

Hipoplasia Maxilar

Face média Hipoplasia Zigomética

Ma oclusao

Distopia Orbital
Olhos

Dermoéide Epibulbar

Nervos Paralisia de VIl par

) Hipoplasia musculo Mastigatorio
Tecidos moles

Macrostomia

Insuficiéncia Velofaringea

Desvio Palatal

Anomalias da base do Cranio

Fenda palatina/Labio leporino

Coloboma palpebra superior

Hipodontia/ hipoplasia dentaria

atresia/estenose ducto Lacrimal

plagiocefalia Frontal

Disacusia Neurossensorial

Seio pré-auricular

hipoplasia glandula Pardétida

Vertebrais/costelas

Coluna Cervical

Escoliose

Cardiacas

Pigmentagéo

Membros

Sistema nervoso Central

Geniturinario

Pulmonar

Gastrointestinal




(check all that apply)

Side (Each side evaluated separately in cases of bifacial microsomia)

B ) -
Orbit”
e S o, | ~ PN - .
w, -, -, T R r_—
00 o1 02} 021 03

__ 00 Normal orbital size and position __ 01 Abnormal orbital size __ 02| Inferior orbital
displacement __ Q2% Superior orbital displacement __ 08 Abnormal orbital size and position

Mandible

M1 Small mandible and glenoid fossa with short ramus

M2A Abnormally shaped and short ramus’ (Glenoid fossa in acceptable position with
reference to contralateral TMJ) _ M2B Abnormally shaped and short ramus (Glenoid fossa is

inferiorly, medially and anteriorly displaced with a severely hypoplastic condyle) __ M3 Absence

__ MO Normal mandible

of ramus and glenoid fossa (no TMJ)

Ear

__ EO0 Normal auricle _ EI Mild hypoplasia and cupping with presence of all structures _ E2
Absence of external canal with variable hypoplasia of concha __ E3 Malpositioned lobule with
absent auricle; lobular remnant typically inferiorly and anteriorly displaced

A

sy 2 \r
J '.




__ NO No facial nerve involvement __ NI Temporal and or Zygomatic branch involvement
__ N2 Buccal and /or Mandibular and/or Cervical branch involvement __ N3 All branches
affected

Soft Tissue

__ S0 No soft tissue deficiency _ 81 Minimal soft tissue deficiency
__ 82 Moderate soft tissue deficiency (between S1 and S3) __ 83 Severe soft tissue deficiency

Macrostomia (Tessier # 7 Cleft)

__CO Nocleft __ €1 Cleft terminates medial to anterior border of masseter __ €2 Cleft
terminates lateral to anterior border of masseter

Miscellaneous
_ Yes
oMENS. (+)*{  p

__ Goldenhars (Hemifacial Microsomia with epibulbar
lipodermoids and fused/hemivertebrae)

Notes:

4. Hosgan, LE., Padwa . BL.. LaBrie, RoAL enal OMENS-plus: analysis of craniofacal and extraeraniofacial ancenalies in hemifacial microsomma. (ot Palare Crantofe, 4 32408, 1898

Fotografias: Sim ( ) Nao ( ) Quem tirou: Dr.




EXAMES COMPLEMENTARES JA REALIZADOS:

RESUMO:

HIPOTESE DIAGNOSTICA:

coOD.

DIAGN. DEFINITIVO:

coOD.

ACONSELHAMENTO GENETICO

CONDUTAS (encaminhamentos, retornos, etc):




Anexo 4 - Fluxograma

HD de OAVS
Encaminhado do CGM-
UNIFESP ou IC-HC USP

Avaliagdo Clinica
Checklist

Exames Obrigatérios
-OFT; Audio; RX cranio,
coluna, ECO; US renal,

Cumpre critérios cllinicos

tomo de ossos -
A D
temporais
A <
<

Outros exames s/n
TC ou RM, RX
esaueleto

Caridtipo

Presenca de alteragdo
cromossomica

Caridtipo dos pais

Auséncia de alteragdo
cromossOmica

Array genémico

e

Aconselhamento
genético

Sem alteragbes

Positiva

Historia familial

Negativa

Fatores de Risco

Histdria gestacional

presentes

v

Exclusdo

Alterado

Fatores de Risco

ausentes

N&o cumpre critérios

cllinicos

v

Exclusdo

A 4

Array gendmico dos

pais

h 4

Aconselhamento

genético
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Abstract

Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS) is a contiguous gene and
multiple malformation syndrome that results from a dele-
tion in the 4p16.3 region. We describe here a 6-month-old
girl that presented with WHS features but also displayed un-
usual findings, such as epibulbar dermoid in the left eye, ear
tags, and left microtia. Although on G-banding her karyo-
type appeared to be normal, chromosomal microarray anal-
ysis revealed an ~13-Mb 4p16.3p15.33 deletion and an ~9-
Mb Xp22.33p22.31 duplication, resulting from a balanced
maternal t(X;4)(p22.31;p15.33) translocation. The patient
presented with functional Xp disomy due to an unbalanced
X-autosome translocation, a rare cytogenetic finding in fe-
males with unbalanced rearrangements. Sequencing of
both chromosome breakpoints detected no gene disrup-
tion. To the best of our knowledge, this is the first patient
described in the literature with WHS and epibulbar dermoid,
a typical characteristic of the oculoauriculovertebral spec-
trum (OAVS). Our data suggest that possible candidate
genes for OAVS may have been deleted along with the WHS
critical region. ©2016 5. Karger AG, Basel

Wolf-Hirschhorn syndrome (WHS) is a contiguous
gene syndrome that affects 1 in 50,000 live births, with a
2:1 female-to-male ratio. It results from a deletion in the
4p16.3 region, and most of the cases (85%) arise de novo,
usually from the paternal chromosome. Familial translo-
cation, often of maternal origin, is observed in the other
15% of patients [Sheth et al., 2012]. All affected individu-
als reported so far presented pre- and postnatal growth
deficiency and retardation, hypotonia with muscle un-
derdevelopment, and developmental delay/intellectual
disability of variable degrees. Typical WHS craniofacial
features in infancy consist of ‘Greek warrior helmet’ ap-
pearance, microcephaly, high forehead with prominent
glabella, ocular hypertelorism, epicanthus, high-arched
eyebrows, short philtrum, downturned mouth, micro-
gnathia, and poorly formed ears with pits/tags. The pa-
tients usually present seizures (50-100%), skeletal anom-
alies (60-70%), congenital heart defects (~50%), hear-
ing loss (>40%), urinary tract malformations (25%), and
structural brain abnormalities (33%). The ocular abnor-
malities include strabismus, refractive errors, proptosis,
downslanting palpebral fissures, microphthalmos, mi-
crocornea, coloboma of the iris, coloboma of the op-
tic nerve, ocular cyst, ptosis, glaucoma, and nystagmus
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[Dickmann et al., 2009]. Candidate genes for the major
manifestations of this syndrome are located in the WHS
critical region (WHSCR1), initially defined by Wright et
al. [1997] within chromosome region 4p16.3 between 1.4
and 1.9 Mb from the distal part of the telomere. Zollino
et al. [2003] proposed another critical region, contiguous
distally to WHSCR1, which they designated as WHSCR2.
Among the candidate genes already described for WHS,
these authors considered LETM1 likely to be pathogenet-
ically involved in seizures. Andersen et al. [2014] suggest-
ed that hemizygosity of WHSC1I and LETM1I could be a
major contributor to the pathogenesis of WHS. However,
not all patients with deletions overlapping both WHSC1I
and LETM]1 express the full WHS phenotype, and dele-
tions elsewhere in 4p16.3 have been identified in patients
with features overlapping WHS. Although no compelling
evidence exists to support this assumption, Zollino et al.
[2014] inferred that additional genes for seizures reside in
an ~1.1-Mb interval, between 0.4 and 1.5 Mb from the 4p
telomere. A total of 23 known annotated genes are locat-
ed within this newly characterized interval. The authors
hypothesize that CPLX1, encoding complexin 1, could be
a good additional candidate gene for epilepsy in WHS.
Recently, Ho et al. [2016] finely mapped the breakpoints
in patients with WHS and identified a small susceptibil-
ity region for seizures in a 197-kb segment of the terminal
4p region that includes 2 genes and 1 pseudogene, of
which PIGG is the best candidate gene for seizure suscep-
tibility. In 15 out of 34 patients studied by array, Battaglia
et al. [2008] found a 4p deletion associated with other
chromosomal imbalances, usually partial duplications. In
these cases, the phenotypic features are mostly attributed
to the 4p monosomy and are compatible with WHS
[Iwanowski et al., 2011; Dai et al., 2013]. In contrast to the
well-defined phenotype of the 4p deletion, pure Xp dupli-
cations with an autosome as the recipient chromosome
producing functional Xp disomy are rarely found in the
literature, with only few cases reported resulting from un-
balanced X-autosome translocations, and the phenotypic
effects of this imbalance are poorly known. Among the
few reported cases, there is a family with 2 male and 2 fe-
male patients with a duplication Xp22pter who presented
intellectual disability and other phenotypic findings [Me-
laragno et al., 1998], and a patient with Xp21.2pter dupli-
cation with mild phenotypic anomalies, developmental
delay, and seizures [Gustashaw et al., 1994]. Besides larg-
er duplications, submicroscopic Xp22.31 duplications
have been reported as a possible cause of intellectual dis-
ability and/or developmental delay [Mencarelli et al.,
2008; Li et al., 2010; Olson et al., 2014].

2 Cytogenet Genome Res
DOI: 10.1159/000452237

Here, we present the clinical and molecular findings of
a patient with a 4p deletion and an Xp duplication who
displays a WHS phenotype with severe seizures in addi-
tion to characteristics of OAVS, due to an unbalanced
t(X;4) maternal translocation.

Clinical Report

The proband is a female patient born to a 42-year-old mother.
Prenatal evaluation showed growth deficiency and clubfoot. The
proband was born at 37 weeks of gestation, weighing 1,975 g (<10
centile) and presenting cleft palate, pulmonary stenosis, atrial sep-
tal defect, and gastroesophageal reflux. A first examination at the
age of 6 months (fig. 1) showed growth deficiency, developmental
delay, apparent facial asymmetry, high forehead, epibulbar der-
moid in the left eye, ear tags and left microtia, cleft palate, pectus
carinatum, and a pre-sacral pit. She underwent several hospitaliza-
tion episodes due to infections, seizures, and dysphagia. Abdomi-
nal ultrasonography showed pyelocalyceal dilatation, echocar-
diography revealed patent foramen ovale and pulmonary insuffi-
ciency, and endoscopy and bronchoscopy showed subglottic
tracheal stenosis and tracheomalacia. Otoacoustic emissions were
absent bilaterally; spine radiography showed incomplete closure of
cervical vertebral bodies, her EEG was abnormal, and a brain CT
scan showed frontal periventricular gliosis and asymmetric lateral
ventricles. The proband’s mother was diagnosed with hearing loss
and preauricular sinus at the age of 10 years and presented kypho-
scoliosis and oligodontia. The proband has a normal sister and a
brother with mild hearing loss. The proband’s maternal grand-
mother also had hearing loss (although probably age-related). The
patient’s mother and maternal aunt have ear pits.

Cytogenomic and Molecular Analyses

G-banding analysis of chromosomes from peripheral
blood of the patient, her sister, brother, mother, maternal
aunt, and grandmother, performed at a 550-band resolu-
tion, showed apparently normal karyotypes. Using a
Gentra Puregene kit (Qiagen-Sciences, Germantown,
Md., USA), genomic DNA was extracted from peripheral
blood leukocytes of the patient for genomic array analy-
sis (CytoScan® 750K Array, Affymetrix). According to
GRCh37/hg19, the following result was found: 46,XX.
arr 4p16.3p15.33(68,345-13,569,183)x1,Xp22.33p22.31
(168,551-8,907,556)x3. Thus, the patient presents an
~13-Mb 4p16.3p15.33 deletion and an ~9-Mb Xp22.33
p22.31 duplication (fig. 1). Array analysis of the pro-
band’s mother and aunt gave normal results. Fluores-
cence in situ hybridization (FISH) with the X-whole
chromosome painting (X-wcp) probe, performed in
blood cells of the patient, revealed hybridization signals
on both normal X chromosomes and on the derivative
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Fig. 1. A-C Proband showing facial asymmetry (A), ear tags, left
microtia (B), and epibulbar dermoid in the left eye (C). D, E CT
scans showing asymmetry of the lateral ventricles. F Spine X-ray
showing incomplete closure of cervical vertebral bodies. G-L Cy-
togenomic findings of the proband. Array showing a duplication

chromosome4,asfollows:ishder(4)t(X;4)(p22.31;p15.33)
mat(wcpX+). FISH analysis further showed a balanced
translocation in the patient’s mother and brother and
normal results in her sister, aunt, and grandmother. To
better define the breakpoints, a customized oligonucle-
otide array-CGH on an 8x60K slide (Agilent Technolo-
gies, Inc., Santa Clara, Calif., USA) was designed with
probes targeting the breakpoints, according to Guilherme
et al. [2015]. The customized array determined the fol-
lowing genome coordinates for the breakpoints: 8,915,059
in Xp22.31 and 13,566,307 in 4p15.33. In order to am-
plify the breakpoint regions in both derivative chromo-
somes of the patient’s mother and in the patient’s deriva-
tive chromosome 4, different sets of primers were de-
signed around the junction fragments, and long-range
PCRs (Takara®, Japan) were performed according to
Guilherme et al. [2015] for DNA sequencing. All PCR
primers and protocols are available upon request from
the correspondingauthor. Theamplicons were sequenced
in an ABI PRISM 3500x! genetic analyzer (Life Technolo-

Wolt-Hirschhorn Syndrome with
Epibulbar Dermoid

in Xp (G) and a deletion in 4p (H); conventional G-banded chro-
mosomes 4 and X showing no evident alteration (1); FISH showing
extra X chromosome material in the derivative chromosome 4 (J).
Sequencing results and alignment of the amplified fragments to the
normal chromosome sequences from der(X) (K) and der(4) (L).

gies), and the sequence chromatograms were analyzed
using the BioEdit software. DNA sequences from the PCR
products were aligned to the human genome reference
assembly (GRC37/hgl9) using the BLAT tool of the
UCSC Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). Se-
quencing analysis showed the loss of 1 chromosome-4
nucleotide and of 11 chromosome-X nucleotides. The
der(4) exhibited a 3-nucleotide (ATA) microhomology at
the breakpoint. In the der(X) junction, there was a 3-nu-
cleotide sequence (ACA) from both chromosomes X and
4 flanking a 10-nucleotide inserted sequence of unknown
origin (fig. 1). According to the nomenclature proposed
by Ordulu et al. [2014], the sequencing results found in
the mother could be identified as seq[GRCh37/hg19]
t(X;4) (4pter—4p15.33(13,565,508):GGCAGATGTA:=X
p22.31(8,912,601)—Xqter;Xpter—Xp22.31(8,912,580)::
Xp22.31(8,912,583)—Xp22.31(8,912,5{87-89})::
4p15.33(13,565,5{10-12}) —4qter)dn.

Based on the results of the cytogenomic and mole-
cular studies, the proband’s karyotype was concluded

Cytogenet Genome Res 3
DOI: 10.1159/000452237



Table 1. Clinical characteristics of our patient with Xp duplication and 4p deletion compared with OAVS patients from the literature

Duplication Xp Deletion 4p OAVS
Xpter>Xp21.2/p22 dupXp22.31

Reference a b [ d e f g h i j k this study
Number of patients 1E M 2F 2EF IsM 14F 5M 4F 166 2 10 &7 95 53
Prenatal growth delay 1 54 66 +
Postnatal growth delay 124 1 65 +
Short stature 1 1 1 1 1 70 5 +
Skeletal anomalies 1 2 1 1 3 37 52 +
Developmental delay 1 L 1 3 &7 5 11 +
Hypotonia 1 1 4 2 63 2 &7 +
Absent speech and walking 44 3 +
Feeding difficulties 1 2 2 2 65 +
Intellectual disability 1 2 12 8 4 4 83 1 75 +
Central nervous system anomalies 1 i 1 1 3 70 8 2 +
Seizures 1 Z 1 3 3 1 117 il +
Microcephaly 2 1 1 125 1 7 3 -
Frontal bossing 1 2 1 +
‘Greek warrior helmet’ 1 156 87 +
Hemifacial microsomia/asymmetry 1 52 44 80 +
Microphthalmia 1 2 10 11 -
Ocular coloboma 38 2 3 35 -
Ocular hypertelorism 1 1 2 10 9 +
Epibulbar dermoids 11 29 +
Plosis 1 1 2 1 1 44 +
Anotia or microtia 1 1 2 1 1 1 70 53 64 +
Hearing loss 1 1 5 29 53 +
Preauricular sinus/pit 7 +
Preauricular tags 1 70 53 64 +
Mandibular/maxillary hypoplasia 1 &5 +
Macrostomia/facial cleft 9 12 +
Cleft lip and/or palate 1 33 26 12 17 +
Micrognathia 1 21 +
Vertebral anomalies 10 33 +
Congenital heart defects 1 1 ¥ | 1 62 1 44 8 25 +
Renal abnormalities 1 38 29 3 -
Urogenital anomalies 21 9 7 +

a = Gustashaw et al., 1994; b = Melaragno et al.,, 1998; c = Mencarelli et al., 2008; d = Li et al., 2010; e = Esplin et al., 2014; f = Zollino et al., 2008; g = Bataglia et al., 2008; h = Dick-
mann et al,, 2009; i = Sheth et al., 2012; j = Tasse et al, 2005; k = Beleza-Meireles et al., 2014; F = female; M = male.

to be 46,XX,der(4)t(X;4)(p22.31;p15.33)mat.arr[hgl9]
4pl6.3p15.33(68,345—13,566.307)><1,Xp22.33p22.31
(168,551-8,915,059)x3.seq[GRCh37/hg19] der(4)(Xpter
—~Xp22.31(8,912,580)::Xp22.31(8,912,583) —-Xp22.31
(8,912,5{87-89})::4p15.33(13,565,5{10-12}) - 4qter)
mat.

Discussion

The proband’s karyotype 46,XX,der(4)t(X;4)(p22.31;
p15.33)mat revealed a deletion of the WHS critical region
and a duplication of Xp, with Xp22.32pter functional di-
somy, because the genes in this extra segment remain ac-
tive in the der(4), since the translocated Xp segment does

4 Cytogenet Genome Res
DOI: 10.1159/000452237

not include the inactivation center. Table 1 shows clinical
data of our patient and of patients from the literature with
WHS, OAVS, and also with Xp22.33 duplication, these
separated by gender, due to different X inactivation pat-
terns. The patient described here presented with WHS
features, including several ocular findings compatible
with ocular anomalies and early-onset glaucoma previ-
ously described in patients with this syndrome, suggest-
ing that the association of ocular anomalies with WHS is
not coincidental [Tutunculer et al., 2004]. Tutunculer et
al. [2004] reported a patient with a 4p deletion, WHS, bi-
lateral coloboma of the iris, and a large left intraorbital
coloboma cyst causing exophthalmos. Wu-Chen et al.
[2004] described 10 WHS patients with ophthalmic find-
ings including exodeviation (9/10), nasolacrimal obstruc-
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addition to the WHS phenotype, the patient showed epi-

bulbar dermoid, supporting the hypothesis that the

4p15.33 region, especially the BAPX1 and HMX1 genes,

may be candidates for OAVS.
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Abstract
The oculo-auriculo-vertebral spectrum (QAVS) is defined as
a group of malformations involving the ears, mouth, man-
dible, eyes, and cervical spine. Establishing an accurate clin-
ical diagnosis of OAVS is a challenge for clinical geneticists,
not only because these patients display heterogeneous phe-
notypes, but also because its etiology encompasses environ-
mental factors, unknown genetic factors and different chro-
mosome aberrations. To date, several chromosomal abnor-
malities have been associated with the syndrome, most
frequently involving chromosome 22. In the literature, six
22q11.2 microdeletions have been described within the
same region, suggesting possible OAVS candidate genes in
this segment. Here, we report on a patient with an ~581-kb
22q11.21 deletion, detected by genomic array and MLPA.
This is the 7th case described with OAVS and 22q deletion,
suggesting that the 22q11.2 region may be related to the
regulation of body symmetry and facial development.

© 2016 5. Karger AG, Basal

The oculo-auriculo-vertebral spectrum (OAVS,
OMIM 164210) is a developmental disorder affecting the
Ist and 2nd branchial arches during embryogenesis. It
includes conditions previously known as hemifacial mi-
crosomia and Goldenhar syndrome and is characterized
by a wide and heterogeneous spectrum of symptoms and
physical features that may vary greatly in severity from
case to case, ranging from isolated unilateral microtia to
multiple visceral malformations [Sharma and Passi,
2013]. Its main features are uni- or bilateral ear anomalies
(anotia, microtia, preauricular tags and pits), hemifacial
microsomia, ocular defects (upper eyelid coloboma, epi-
bulbar dermoids, microphthalmia), conductive and/or
sensorineural hearing loss, orofacial clefts, vertebral mal-
formations and, more rarely, cardiac, renal and cerebral
malformations, and intellectual disability [Gorlin et al.,
1963; Rooryck et al., 2010].

The incidence of OAVS has been estimated at 1/5,600
individuals. The majority of cases appear to be sporadic.
Among the genetic forms of OAVS, familial cases mostly
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Fig. 1. Patient at the age of 4 months (a), 9 months (b, ¢), and 3 1/2 years (d). e Cranial X-ray showing hemifacial
asymmetry due to right mandibular ramus hypoplasia. f Computed tomography of temporal bones showing
agenesis of the external auditory canal and ossicular chain. g Spinal X-ray showing scoliosis and incomplete clo-
sure of the vertebral body in the thoracic portion.

favor an autosomal dominant transmission with incom-
plete penetrance and variable expressivity [Brun et al.,
2012]. Non-genetic factors such as maternal diabetes, ret-
inoic acid, pyrimidone and thalidomide, or vascular dis-
ruption have been described in association with this dis-
order, indicating a possible environmental influence
[Ballesta-Martinez et al., 2013].

Several chromosomal abnormalities have also been
found in association with OAVS, suggesting different
chromosomal candidate regions [Rooryck et al., 2010;
Brun et al.. 2012; Ballesta-Martinez et al., 2013; Beleza-
Meireles et al., 2014]. However, chromosome 22 anoma-
lies have been most frequently reported in patients with
OAVS, particularly distal 22q deletions [Herman et al.,
1988; Kobrynski et al., 1993; Balci et al., 2006; Xu et al.,
2008; Digilio et al., 2009; Tan et al., 2011; Quintero-Rive-
ra and Martinez-Agosto, 2013; Torti et al., 2013; dos San-
tos et al., 2014; Beleza-Meireles et al., 2015].

The 22q11.2 region is susceptible to multiple rear-
rangements (deletions or duplications), due to the pres-
ence of 8 low copy repeats (LCRs A-H). LCRs can cause
genomic instability and either mediate or stimulate the
occurrence of copy number variation (CNV), resulting
in deletion or duplication of the genomic segment
[Stankiewicz and Lupski, 2010]. The most common CNV

Atypical 22q11.21 Deletion and
Oculo-Auriculo-Vertebral Spectrum

in 22q11.2 is an ~3-Mb deletion between LCRs A and D
that is associated with the velocardiofacial/DiGeorge
syndrome (OMIM 192430 and 188400) [Torti et al.,
2013]. The critical region for the 22q11.2 deletion syn-
drome isan ~1.5-Mb region between LCRs A and B. We
report here on a male patient with OAVS phenotype and
an atypical 581-kb deletion at 22q11.21, between LCRs B
and D.

Clinical Report

The patient, a male, was the second child of a nonconsanguin-
eous couple, born at term by vaginal delivery, with a weight of
2,530 g (3rd- 10th centile), length of 47 cm (10th centile), and Ap-
gar score of 9-10. During pregnancy, the mother used abortive
substances and cocaine, and had a hepatitis A infection. The pro-
band (fig. 1) was first evaluated at the age of 9 months. OAVS was
diagnosed due to the presence of hemifacial microsomia, retrog-
nathia, agenesis of the external auditory canal and ossicular chain
with moderate hearing loss on the right, besides an abnormal right
glenoid cavity found on X-ray, soft cleft palate, and incomplete
closure of the vertebral body in the thoracic portion. Moreover, an
increased eye papilla led to the investigation of glaucoma, which,
however, was not found. There was no history of recurrent infec-
tions or electrolyte imbalances. Thyroid function test. echocardio-
gram, and transfontanellar and abdominal ultrasounds were nor-
mal.
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Genomic region deleted and genomic Clinical features Reference
coordinates (GRCh37/hgl9)
Map based on LCR D-G cleft reflux, palpebral fissures, epicanthal folds, Jackson etal.
e I ST | W E50 T USRI s-::u facial asymmetry, mild tapering of fingers, ventricular septal [2007)
defect, developmental delay, hearing loss patient 1
21.793.573-24550573 hemifacial microsomia, bilateral preauricular skin tags, epibulbar dermoid Lafay-Cousin
cyst and a right lop ear with an over-folded superior helix et al. [2003]
21,798,705-22916612 bilateral cleft fip and palate, left macrostomia, multiple bilateral preauricular Xu etal
tags, small external auditory canals and mudtiple ventricular septal defects [2008]
21452,237-24,602.640 hemifacial microsomia and an epibulbar dermoid. bilateral ear tags T&Tﬁ"
203 W P0) | SYNMEEIENE  and hearing loss patient 2
21798774 23401594 right-sided extemal auditory canal atresia and bilateral conductive hearing Tortietal
loss, mandibular asymmetry, mild lumbar lordosi [2013]
18,896,772-21.440.655 mild right hemifacial microsomia, left ptosis, tubular nose, ic right ear. dos Santos
high palate, right hypoplasia of the depressor anguli oris, mid rerognathia, liga- etal
ment laxity, ible fingers, and right deafness. feeding dfficulty. hearing [2014]
loss, speech difficulties, anterior mitral leaflet prolapse without valvular dysfunction
hemifacial microsomia, retrog external auditory canal and
20,716,923-21.297.749 uml:rd-ll with mudm E the right, and abnormal right Present
YT Y] W ST S RETIEN mwl-md-ﬂdmmﬂmﬂudnnndh patient
in the thoracic portion

Fig. 2. Deleted 22q11 regions (red rectangles) and clinical features in patients with OAVS from the literature and
in our patient. Genomic coordinates are shown above the chromosome diagrams, except for the first case, in
which the deletion size was determined by MLPA.

Cytogenomic Results

The patient’s G-banding karyotype at 550 band resolu-
tion was normal. Genomic array analysis (Genome-Wide
Human SNP Array 6.0, Affymetrix), however, revealed a
581-kb deletion in region 22q11.21, as follows: arr[hg19]
22q11.21(20,716,923-21,297,749)x1.

MLPA using the SALSA P250 kit (MRC-Holland) re-
vealed a deletion of the region encompassing LCRs B and
D in 22ql1.2, including the genes ZNF74, KLHL22,
MEDI5, SNAP29, and LZTRI, but not the 1.5-Mb Di-
George critical region (LCR A to LCR B). The biological
parents were unavailable for cytogenomic evaluation.

Discussion
In most patients, the etiology of OAVS is poorly un-

derstood, and no particular gene has been specifically as-
sociated with this disorder. Some studies have detected
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candidate loci for OAVS by analysis of genetic linkage
[Kelberman et al, 2001] and epigenetic inheritance
[Fischer et al., 2006]. Chromosomal aberrations have
been reported in several cases, but no recurrent regions
were observed in these patients [Rooryck et al., 2010;
Brun et al., 2012; Ballesta-Martinez et al., 2013].
However, several chromosomal rearrangements in-
volving the 22q11.21 region have been found in patients
with OAVS [Herman et al., 1988; Pridjian et al., 1995; Ha-
thout et al., 1998; Derbent et al., 2003; Jackson et al., 2007;
Xu et al., 2008; Digilio et al., 2009; Lafay-Cousin et al.,
2009; Rosa et al., 2010; Tan et al., 2011; Quintero-Rivera
and Martinez- Agosto, 2013; Torti et al., 2013; dos Santos
et al,, 2014; Beleza-Meireles et al., 2015], pointing to this
region as a genomic candidate locus for the syndrome.
Our patient presented an OAVS phenotype with a 581-
kb 22q11.21 deletion between LCRs B and D, encompass-
ing 21 genes. Figure 2 shows the deletion of the 22q11 ge-
nomic region in our patient and in the 6 patients from the
literature with variable features of OAVS associated witha
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distal 22q11.2 deletion. All these cases were studied by mo-
lecular cytogenetics that provided the genomic location,
the size and the genes involved in the deletion. The patient
described by Lafay-Cousin et al. [2009], who had 2 2.7-Mb
distal deletion including the tumor suppressor gene INII/
SMARCBI, developed an atypical rhabdoid tumor.

Tan et al. [2011] described 5 patients with different
phenotypes and CNVs affecting distal chromosome
22q11.2, among which one with Goldenhar syndrome
and a de novo 3.2-Mb distal deletion of 22q11.2, encom-
passing the YPELI, ERK2, PRAME, TOP3B, BRC, and
INII genes.

Torti et al. [2013] reported on a patient witha 1.11-Mb
proximal duplication and a 1.7-Mb distal deletion in
22q11.2,in the same chromosome, flanking the DiGeorge
syndrome region. This double genomic rearrangement
suggested the existence of 2 syndromes: cat-eye and
22q11.2 deletion, associated with the OAVS phenotype.

Among 8 patients with Goldenhar syndrome investi-
gated by array-CGH, dos Santos et al. [2014] found one
with a 2.5-Mb 22q11.21 deletion.

The 581-kb microdeletion found in our patient is the
smallest described in OAVS, and only partially overlaps
with just one of the 6 patients of the literature.

Although phenotypic alterations due to deletions are
usually attributed to CNVs of dosage-sensitive genes
[Stankiewicz and Lupski, 2010], none of the 21 genes en-
compassed by the deletion in our patient could be spe-
cifically related to the OAVS phenotype. However, this
22q11.2 deletion occurred in a region close to genes in-
volved in branchial arch development, suggesting a pos-
sible position effect. Two important candidate genes
(YPEL1 and MAPK]I) are located less than | Mb from the
distal deletion breakpoint, in a region also deleted in
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