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l. Introducao

1.1 Aspectos Gerais das Displasias Frontonasais

Anomalias craniofaciais respondem por aproximadamente um terco de todas as anomalias
congénitas humanas (Trainor e Krumlauf, 2000). Dentre elas estdo os defeitos de linha média
craniofacial, que compreendem alteragdes do sistema nervoso central (SNC), decorrentes de falha na
clivagem do prosencéfalo, e alteragdes faciais, decorrentes de falha no desenvolvimento do processo
frontonasal. Considerada um plano sagital imaginario, a linha média se refere a um campo especial
de desenvolvimento que determina tanto a posicdo das visceras nos embriGes como o plano de
clivagem de gémeos monozigdticos (Opitz, 1993 revisado por Guion-Almeida, 2000). Defeitos no
desenvolvimento da linha média craniofacial levam a diferentes fenétipos faciais, tanto quando ha
reducdo do espaco interorbitario, tendendo para a holoprosencefalia (HPE) e até ciclopia, como
qguando ha uma expansdo, sendo a duplicagdo facial ou diprosopus seu estagio mais grave (Brugmann

et al., 2010).

Dentro do espectro de expansdo de linha média, a displasia frontonasal (DFN) compreende
quadros de aparéncia facial varidvel, sendo clinicamente caracterizada por dois ou mais dos
seguintes sinais: hipertelorismo com consequente alargamento da base nasal; fissura facial mediana
afetando o nariz ou o nariz e labio superior e, por vezes, o palato; fissura alar (uni ou bilateral); ponta
nasal ausente; cranio anterior bifido, e implantagdo em "V" dos cabelos na fronte (Sedano e Gorlin,
1988 revisado por Guion-Almeida, 2000). A DFN pode ser vista como um defeito de desenvolvimento
que pode ocorrer por si s6 ou como parte do quadro clinico de varias sindromes, a grande maioria de
etiologia e padrdao de heranga desconhecidos (Guion-Almeida, 2000; Guion-Almeida et al., 1996,

2007; Guion-Almeida e Richieri-Costa, 2001, 2003, 2009; Wu, Vargevik e Slavotinek, 2007). Ha



trabalhos que sugerem uma maior ocorréncia de DFN em meninos, mas estes resultados sdo ainda

controversos (Guion-Almeida et al., 1996; Rizvi et al., 2010; Antoneli, 2011).

1.1.1 Desenvolvimento embriolégico

A face dos vertebrados é uma estrutura complexa que consiste de uma grande variedade de
tecidos com arranjo precisamente definido. Durante a embriogénese, a face desenvolve-se a partir
de 4 primérdios faciais, os quais envolvem a boca primitiva e os placddios nasais. A proeminéncia
frontonasal, o processo nasal lateral e o processo maxilar expandem-se e fundem-se parcialmente
para formar o maxilar superior e a regidao nasal, enquanto o primérdio mandibular déd origem a
mandibula. Inicialmente, todos os primérdios faciais consistem de um centro mesenquimal
indiferenciado revestido por ectoderme. O mesénquima contém células da crista neural e do
mesoderma cranial. As células derivadas da crista neural ddo origem ao esqueleto facial, enquanto as
células mesodermais ddo origem, principalmente, aos musculos faciais (Nie et al., 2006). O processo
de desenvolvimento craniofacial é controlado por uma complexa rede de genes que inclui genes que
codificam uma variedade de moléculas sinalizadoras, fatores de transcri¢ao e fatores e receptores de
crescimento. A ruptura dessa regulagdo molecular resulta em diversos defeitos craniofaciais (Francis-
West et al., 1998; Wilkie e Morris-Kay et al., 2001; Jiang et al., 2006; Nie et al., 2006; Handrigan et al.,

2007).

O espectro fenotipico da DFN é resultante de uma interrupcdo no desenvolvimento normal
do processo frontonasal como uma forma de defeito de campo e o aspecto facial é mais grave
guanto mais precocemente ocorrer essa alteracdo (Sedano e Gorlin, 1988 revisado por Guion-
Almeida, 2000). Do ponto de vista embrioldgico, o desenvolvimento inadequado do placédio nasal,

impedindo a formacdo da capsula nasal, ou um defeito intrinseco da capsula nasal, podem levar ao



fendtipo facial de DFN. Anomalias de linha média craniofacial podem, ainda, resultar de anomalias
do processo sutural dos ossos da abébada craniana com os 0ssos da base do cranio (fronto-etmoidal)
ou resultar da alteragdao na harmonia do fechamento das suturas da base do cranio, principalmente
da sutura esfeno-etmoidal. Nessas circunstancias, € comum ocorrer encefalocele frontonasal, fronto-
etmoidal, etmoidal e esfeno-etmoidal. A presenca de encefaloceles nessas linhas de sutura,
usualmente determinam hipertelorismo de graus varidveis e fendtipo facial de DFN. O envolvimento
do processo frontonasal, nessas situacdes, seria secunddrio. Diferenciacdo prematura e rapida dos
ossos do neurocranio levando a fusdo precoce das suturas afetando, secundariamente, o
desenvolvimento do cérebro, pode resultar também numa face semelhante a DFN. Sedano e Gorlin
(1988 revisado por Guion-Almeida, 2000) comentam, ainda, que a acdo de um agente em periodo
embriondrio precoce que implique no desenvolvimento anormal do primeiro arco branquial pode
levar a um consequente prejuizo no desenvolvimento do processo frontonasal. Sendo assim, o
processo embriogénico que induz a formag¢ado da face observada na DFN e nas condi¢des que incluem

este fenédtipo facial é variavel.

1.1.2 Etiologia

A maioria dos casos de DFN é esporadica. Das sindromes que ocorrem com DFN, até pouco
tempo apenas a displasia craniofrontonasal (DCFN) apresentava etiologia genética definida, sendo
mutac¢des no gene EFNBI1 responsaveis pelo quadro clinico de grande parte dos afetados. A DCFN se
caracteriza por anomalias estruturais do SNC, craniossinostose coronal, hipertelorismo ocular, nariz
bifido, fissura de labio e palato e anomalias esqueléticas. A grande maioria das mutag¢des do gene
EFNB1 ocorrem em seus éxons 2 e 3 (Twigg et al., 2004; Wieland et al., 2004; Twigg et al., 2006;
Wallis et al., 2008), e a natureza variavel dessas mutacdes sugere que o fendtipo resulta de perda de

funcdo da proteina efhrin-B1 (Twigg et al., 2004; Wieland et al., 2004; Twigg et al., 2006). Embora a



DCFN apresente heranca dominante ligada ao X, a gravidade do fenétipo nas mulheres afetadas é
maior do que nos homens. O mecanismo de interferéncia celular, que tem sido apontado como a
explicacdo mais adequada para tal paradoxo (Compagni et al., 2003; Twigg et al., 2004; Wieland et
al., 2004; Wieacker e Wieland, 2005; Wieland et al., 2008; Evers et al., 2013), seria resultado da
combinagdo de: (1) inativagdo randémica do X nas mulheres, (2) funcGes especificas do gene EFNB1
(que é sujeito a essa inativagdo) nas propriedades das superficies celulares, levando a interagdes
anormais entre células no estado mosaico, e (3) provavel redundancia funcional do gene em homens
hemizigotos ndo mosaicos (Twigg et al., 2013). Estudos com camundongos (Compagni et al., 2003;
Wieland et al.,2008) e a detec¢do de mosaicismo somatico em todos os individuos do sexo masculino
com quadro de DCFN grave (semelhante ao que ocorre nas mulheres) investigados por Twigg et al.

(2013) corroboram esta hipodtese.

Trés recentes estudos atrairam atenc¢do aos fatores de transcricdo Homeobox aristaless-
related, relacionando-os a patogénese molecular de algumas das sindromes com DFN (Twigg et al.,
2009; Kayserili et al., 2009; Uz et al., 2010). Acredita-se que, nos vertebrados, os genes Aristaless-like
homeobox Alx1 (Cartl), Alx3 e Alx4 codifiguem proteinas que exercem papéis criticos durante o
desenvolvimento de estruturas derivadas do mesénquima craniofacial, do primeiro arco branquial e
dos brotos de membros (revisto em Uz et al., 2010). Embora camundongos com dele¢Ges tanto
hetero quanto homozigotas do Alx3 ndo exibam fendtipo ébvio de expansdo de linha média,
mutacdes em homozigose no ALX3 em seres humanos causam a frontorrinia, uma sindrome descrita
por Twigg et al. (2009). A frontorrinia se caracteriza por hipertelorismo, ponte nasal larga, crista
nasal curta, ossos nasais afunilados com a ponta nasal bifida, columela ampla unida a face acima da
asa nasal, narinas em fenda amplamente separadas, filtro longo, cume do filtro proeminente,
ocasionalmente com edema bilateral adicional em dire¢do as narinas, e entalhe medial no labio
superior e alvéolos. Aparentemente a expressividade dessa sindrome nao é muito varidvel e ndo ha

correlagdo gendtipo-fendtipo; até o momento 14 casos foram reportados na literatura (Twigg et al.,
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2009; Pham et al., 2011). Kayserili et al. (2009), por sua vez, demonstraram que mutacdes em
homozigose no gene ALX4 respondem pelo fendtipo de dois pacientes com hipertelorismo, ponta
nasal bifida, grave defeito de cranio, craniossinostose coronal, agenesia de corpo caloso,
criptorquidismo, alopecia total e retardo mental. Segundo revisdao dos proprios autores,
camundongos homozigoto-mutantes para Alx4 compartilham diversas das caracteristicas faciais
apresentadas pelos pacientes. Kayserili et al. (2012) encontraram uma muta¢do em homozigose no
ALX4 causando também um fendtipo mais leve de DFN em um menino com hipertelorismo, base e
ponte nasais largas, ponta nasal bifida, fissura alar, columela ampla, apéndice pré-auricular
unilateral, sulco labio-gengival alargado e forame parietal bilateral alargado. Esta Ultima
caracteristica ja foi descrita ocorrendo isoladamente em individuos com mutagdo em heterozigose
no ALX4 (Mavrogiannis et al., 2006). Ja Uz et al. (2010) encontraram muta¢ées em homozigose no
gene ALX1 em dois pacientes com microftalmia bilateral grave, fissura facial obliqua bilateral, palato
completamente fissurado, hipertelorismo, ponte nasal larga com hipoplasia de narinas, e orelhas
com baixa implantagdo e posteriormente rodadas. Camundongos com knockout homozigoto para o
Alx1 apresentam, além da cartilagem nasal gravemente afetada, defeitos de fechamento do tubo
neural que levam a anencefalia e grandes defeitos cranianos (revisto em Uz et al., 2010). N3o foi
encontrada anomalia de fechamento de tubo neural nos pacientes por eles estudados. Em todos os
casos de DFN relacionada a genes ALX descritos até entdo o padrdo de heranca é autossémico

recessivo.

Em raras circunstancias foram observadas alteragdes cromossdmicas em individuos com
DFN, tais como: trisomia 2q31-2qter e monossomia do 7q36-7qter em uma menina com DFN e
arrinencefalia; transloca¢do equilibrada entre os cromossomos 15 (15¢g22) e 22 (22g13) em uma
crianca com DFN; rearranjo cromossdmico complexo envolvendo os cromossomos 3 (3923 e 3g27), 7
(7921.3) e 11 (11g21), em um menino com DFN (Wu et al., 2007); delecdo parcial do 2936 em uma
menina com DFN, dolicocefalia, hipertricose, alteracbes esqueléticas, deficiéncia intelectual leve,

hipotonia, entre outros achados, e em estado mosaico em sua mae, que apresentou quadro mais



leve (Freitas et al., 2012); delecdo parcial do 21g22.3 em uma menina com DFN, agenesia de corpo
caloso, encefalocele e anomalias oculares (Guion-Almeida et al., 2012). Esses achados sugeriram que

tais regiées cromossGmicas podem conter genes associados a etiologia da DFN.

A descricdao de raros casos de DFN com recorréncia familial, a observacdo de alteragcbes
cromossOmicas em determinados pacientes com DFN e a identificacdo de mutacdes em EFNB1, ALX1,
ALX3 e ALX4 como causativas de quadros que cursam com DFN mostram a influéncia de fatores
genéticos em sua etiologia. Embora a discordancia de DFN entre gémeos monozigdticos a principio
sugira a acdo de fatores ambientais no fendtipo, vale notar que ela pode ser também explicada por
mecanismos genéticos e epigenéticos (Guion-Almeida, 2000; Wu, Vargevik e Slavotinek, 2007), tais
como mosaicismo cromossomico, mutacdes pds-zigdticas, metilacdo diferencial de DNA, entre

outros (Silva et al., 2011).

1.2 Justificativa

Embora seja claro que haja heterogeneidade etioldgica na DFN e quatro genes ja tenham
sido descritos como responsaveis por quadros com este fendtipo, a maioria dos casos continua sem
identificagdo causal. Dessa forma, estudos envolvendo diferentes estratégias metodoldgicas em
individuos com DFN podem auxiliar na compreensdo de sua etiologia, a qual é ainda muito pouco
conhecida. O melhor entendimento das causas da DFN poderdo também auxiliar na realiza¢dao de um

aconselhamento genético mais preciso aos pacientes e seus familiares.

Uma estratégia que pode ser bem sucedida para a identificacdo de genes associados a
doencas é a clonagem de pontos de quebra de rearranjos cromossdmicos balanceados em individuos
com um dado fendtipo, uma vez que tais pontos de quebra podem romper um ou mais genes ou

regides regulatdrias importantes (Petek et al., 2001; Kim et al., 2008; Poot et al., 2010).



Nos ultimos anos, tem-se demonstrado que variagdes de nimero de cépias (copy number
variations — CNVs) podem estar relacionadas com a etiologia de diferentes entidades clinicas, a
maioria com padrdo de heranca complexa tais como autismo e esquizofrenia (Sebat et al., 2007,
Marshall et al., 2008; Sutrala et al., 2008; Xu et al., 2009). No entanto, CNVs também tem sido
identificadas como mecanismo genético causativo de malformacbes congénitas, particularmente
quando associadas a alteracdes de desenvolvimento (Krepischi-Santos et al.,, 2006; Shinawi e
Cheung, 2008; Jehee et al., 2009; Sun et al., 2009; Rossi et al., 2009; Zhang et al., 2009). Estudo de
CNVs seria, portanto, uma abordagem promissora para triagem genética em individuos com DFN e
alteracOes de desenvolvimento. O uso de hibridizagdo genémica comparativa por microarranjo
(microarray comparative genomic hybridization — array-CGH) e de micrroarranjo de polimorfismos de
base Unica (single nucleotide polymorphism microarray - SNP-arrays) sdo técnicas com eficiéncia

comprovada para analise de CNVs nas diferentes plataformas disponiveis (Hester et al., 2009).

Embora a anadlise de CNVs seja uma boa abordagem para triagem em pacientes com
malformagOes congénitas, ela ndo é capaz de identificar certos tipos de alteracbes genOGmicas
plausiveis de explicar tais fendtipos, como mutac¢des de ponto, pequenas delecbes e insergdes, entre
outras. Para os genes nos quais mutagdes ja foram efetivamente encontradas em pacientes com
algum fendtipo que inclui DFN (EFNB1, ALX1, ALX3 e ALX4), uma abordagem relativamente simples

capaz investigar tais tipos de alteragdes é o sequenciamento dos genes.



1.3 Objetivo

O objetivo geral deste trabalho é identificar possiveis causas genéticas da DFN.

Os objetivos especificos, por sua vez, sdo:

- Verificar a presenca de mutacdes nos genes EFNB1, ALX1, ALX3 e ALX4 em casos de DFN

com ou sem atraso de desenvolvimento.

- Verificar se um rearranjo cromossOmico previamente identificado em um caso de DFN,
atraso de desenvolvimento e outras anomalias rompe um ou mais genes que possam estar

relacionados ao quadro clinico do paciente.

- Verificar se CNVs podem estar relacionadas ao mecanismo etiopatoldgico de DFN associada

a atraso de desenvolvimento.



I. Casuistica e Métodos

2.1 Casuistica

Ao todo foram incluidos neste estudo 10 pacientes:

- Um individuo com fenétipo brando de DFN cuja mae apresenta quadro bastante semelhante,
atendido no Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) da Universidade de S3o Paulo, Sdo
Paulo/SP — Capitulo 3.

- Um individuo com fendtipo grave de DFN indicativo de mutagdo em ALX1, atendido no CEGH
— Capitulo 4.

- Um individuo com DFN associada a outras anomalias que possui um rearranjo cromossGmico
detectavel via caridtipo, avaliado pela Secdo de Genética Clinica do Hospital de Reabilitacdo de
Anomalias Craniofaciais (HRAC) da Universidade de S3o Paulo, Bauru/SP — Capitulo 5.

- Sete individuos com DFN associada a altera¢des de desenvolvimento com ou sem outras
anomalias, dos quais quatro sdo pacientes do HRAC e trés do Centro de Atendimento Integral ao

Fissurado Labio-palatal (CAIF), Curitiba/PA — Capitulo 6.

Em todos os casos, os individuos somente foram incluidos no estudo mediante autorizagdo
expressa do paciente ou responsavel através da concordancia com o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica do HRAC (19/2011-SVAPEPE-CEP). Os pacientes
atendidos no CEGH foram avaliados pela geneticista clinica Dra. Débora Romeo Bertola, do Instituto
de Biociéncias, Departamento de Genética. Os pacientes atendidos no HRAC foram avaliados no

Setor de Genética Clinica pela geneticista Dra. Roseli Maria Zechi Ceide, e pelos geneticistas clinicos
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Dra. Maria Leine Guion de Almeida e Dr. Antonio Richieri Costa. Os pacientes atendidos no CAIF
foram avaliados pela geneticista clinica Dra. Josiane de Souza e pelo cirurgido plastico e craniofacial

Dr. Renato da Silva Freitas.

2.2 Métodos

Inicialmente foi realizada triagem de mutacdo nos genes EFNB1, ALX1, ALX3 e ALX4 em todos
os pacientes. Para aqueles que mostraram resultados normais nos sequenciamentos desses genes,
foi realizada analise de CNVs. Para o paciente com rearranjo cromossomico foi realizado também o

mapeamento dos pontos de quebra.

2.2.1 Amostras de DNA

As amostras de DNAs utilizadas neste projeto tiveram sua concentracdo e a qualidade
verificadas no aparelho NanoDrop ND 1000 (espectrofotémetro da Peglab Biotechnologie™) e em gel

de agarose 1,0%.

2.2.2 Triagem dos Genes EFNB1, ALX1, ALX3 e ALX4

Para todos os pacientes incluidos no estudo foi realizada triagem de mutagdo por
sequenciamento Sanger nos genes ja descritos como relacionados a fendtipos com DFN: EFNBI,
ALX1, ALX3 e ALX4. Os primers e as condi¢Ges de reagdo (concentragbes e temperaturas) utilizados
para amplificacdo da regido codificante dos genes foram descritos por Twigg et al. (2004; 2009). Para
a andlise dos cromatogramas foi utilizado o software Sequencher 4.9 Demo, da Gene Codes

Corporation.
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2.2.3 Andlise de CNVs

Para a analise de CNVs optamos por realizar a técnica de SNP-array, que apresenta alta
resolucdo na deteccdao de ganhos e perdas de material genético por apresentar sondas em diversos
loci distribuidos por todo o genoma. Utilizamos para tanto a plataforma GeneChip® Human Mapping
500K Array Set, Affymetrix® (Santa Clara, CA, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante. Esta
plataforma compreende dois arrays, cada um capaz de genotipar em media 250 mil polimorfismos
de base Unica (SNPs) — aproximadamente 262 mil para a enzima de restricdo Nsp e 238 mil para a
Sty. A distribuicdo resultante das sondas considerando os 500 mil SNPs ndo é uniforme nas laminas,

tendo distancia fisica mediana entre eles de 2,5kb e média de 5,8kb.

Apds a hibridacao, lavagem e marcacao, as laminas foram escaneadas no GeneChip® Scanner
3000 7G (Affymetrix® - Santa Clara, CA, EUA). Os dados de intensidade foram gerados pelo programa
GeneChip Command Console Software (Affymetrix® - Santa Clara, CA, EUA). A qualidade da
hibridizacdo das amostras foi avaliada pelo indice de QC Call Rate; o limite minimo escolhido para
este indice foi 90,0. Os dados gerados nos arrays foram analisados através dos softwares Genotyping
Console, Affymetrix (Santa Clara, CA, EUA), PennCNV (Wang et al., 2007; Wang e Bucan, 2008), e
dChip (Li and Wong 2001; Lin et al. 2004). Segundo Kim et al. (2012), ao se combinar multiplos
algoritmos de definicdo de regides de CNV a partir de SNP-arrays, aumenta-se a seguranga e
confiabilidade da analise. Assim, definimos como critério minimo de confianga para a existéncia de
determinada CNV o fato de ela estar presente nos resultados gerados por pelo menos dois software

distintos.

As varia¢Oes encontradas segundo este critério foram comparadas as dos bancos de dados

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

sobre CNVs observadas em individuos controles, e Database of Chromosomal Imbalance and

Phenotype in Humans using Ensembl Resources (DECIPHER - http://decipher.sanger.ac.uk/), que

compila dados de alteragdes encontradas em individuos com fendtipos alterados. Para investigacao
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de genes localizados em tais regidoes foram realizadas andlises in silico nos bancos de dados do UCSC

Genome Browser (UCSC - http://genome.ucsc.edu/), Ensembl Genome Browser (Ensembl -

http://www.ensembl.org/) e do National Center for Biotechnology Information (NCBI -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2.4 Mapeamento do ponto de quebra

O mapeamento do ponto de quebra foi realizado através da técnica de hibridizacdo in situ
fluorescente (Fluorescense In Situ Hybridization — FISH). Para tanto contamos com infra-estrutura,
materiais e protocolos do laboratério da Dr2. Angela Maria Vianna Morgante, colaboradora deste
projeto, e com o auxilio de sua aluna de doutorado, Ana Carolina Fonseca (Processo FAPESP

2011/14293-4).

Recebemos 5ml de sangue periférico do paciente em tubo com heparina. Estabelecemos
cultura temporaria de linfécitos adicionando 0,5 mL de plasma sanguineo em 4,5 mL de meio de
cultura TC 199 (Invitrogen, Carlsbad, EUA), complementado com soro fetal bovino 15% (Invitrogen),
L-glutamina 1% (Sigma, Saint Louis, EUA) e fitohemaglutinina 1% (Invitrogen), por 72 h, a 37°C. O
tratamento com colchicina (Sigma) na concentragao final de 0,0016% foi realizado nos 40 min finais
do cultivo. Para a hipotonizacdo, utilizamos solu¢do de KCl (0,075 M) por 12 min a 37°C e para a
fixacdo, metanol:acido acético, 3:1. Parte do material foi conservada a 20°C no fixador e parte foi
utilizada na preparagdo de ldminas, que foram mantidas em estufa a 37°C, por sete a quinze dias e,
entdo, utilizadas para a aplicagdo da técnica de bandamento cromossémico GTG ou congeladas a —

20°C, para utilizacao posterior em experimentos de FISH.

Para a identificacdo do rearranjo cromossémico foi utilizada a técnica de bandamento GTG
descrita por Seabright (1971), com modifica¢gdes. As laminas foram tratadas com 2xSSC (cloreto de

sodio 0,03 M e citrato trissddico 0,03 M, pH 7,0) por 15 minutos, a 60°C. Em seguida, foram lavadas
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em agua destilada e tratadas com solugdo de tripsina (1:250; Invitrogen) 0,025% em tampao fosfato
Soérensen (fosfato dissédico 0,03 M e fosfato monopotassico 0,03 M), pH 6,8, a 37°C por tempo
aproximado de 15 s. A seguir, as laminas foram lavadas em dgua destilada e coradas por 3 a 6 min
com solugdo a 2% do corante de Giemsa (Merck), em tampao fosfato, pH 6,8. Apds serem coradas,
foram mais uma vez lavadas em agua destilada; secaram ao ar e posteriormente foram analisadas ao
microscépio dptico para realizacdo do caridtipo.

Para a técnica de FISH, utilizamos como sondas os segmentos cromossOmicos clonados em
cromossomos artificiais de bactérias (BACs) que fazem parte da biblioteca utilizada para a confecgdo
de 1Mb-array produzido pela Dra. Carla Rosenberg, no Leiden University Medical Centre. Tais clones
foram cedidos pelo Wellcome Trust Sanger Institute, UK; maiores informac¢des sobre o conjunto
estdo disponiveis no site do banco de dados do Sanger Institute, Ensembl, sob a denomina¢do 1Mb

clone set.

De acordo com os pontos de quebra mapeados por bandamento G, a sele¢do de sondas para
este experimento foi feita com base nos mapas obtidos no Ensembl. As bactérias com os clones
escolhidos foram cultivadas em meio LB (1% bactotriptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl; pH
7,5) acrescido do antibidtico para selecdo de bactérias resistentes com os segmentos de interesse.
Para a extracdo dos clones, utilizamos o kit lllustra™ PlasmidPrep Mini Spin (GE Healthcare, New
Jersey, EUA). As sondas foram marcadas por nick translation com biotina ou digoxigenina por meio,
respectivamente, da incorporagdo dos nucleotideos Bio-16-dUTP ou Dig-11-dUTP, utilizando os kits
de marcagdo Biotin-Nick Translation Mix ou Dig-Nick Translation (ambos da Roche Applied Science,
Manheim, Alemanha), conforme instru¢es do fabricante. As sondas foram desnaturadas a 95°C em
meio de hibridagdo (50% formamida, e 10% dextran sulfato, em 2xSSC). A supressdo de sequéncias

repetitivas foi feita com DNA humano Cot-1 (Invitrogen).

O DNA dos cromossomos das laminas foi desnaturado em 70% formamida/2xSSC a 72°C. A

hibridac3o, por sua vez, foi realizada em cAmara Umida por 48 a 72 horas a 37°C. Para a detecc¢3o das
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sondas marcadas com biotina, utilizamos avidina conjugada a FITC e para a detec¢do de sondas
marcadas com digoxigenina, anti-digoxigenina conjugada a rodamina. As laminas foram montadas
em Vectashield Mouting Medium (Vector Laboratories, Califérnia, EUA) contendo o corante DAPI (0,8
ug/mL) (Sigma, Saint Louis, EUA). A analise foi realizada no microscépio de fluorescéncia Axiophot 2
(Carl Zeiss, Alemanha). Para a documentacdo, as imagens foram capturadas por cdmara de CCD e

processadas utilizando-se o software ISIS (MetaSystem, Alemanha).

A partir do resultado final do FISH, realizamos andlises in silico nos bancos de dados do UCSC,

Ensembl e NCBI, para investigar possiveis genes candidatos.
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VIl. Discussao Geral e Conclusoes

Este trabalho visa a investigacdo de possiveis causas genéticas relacionadas a DFN. Embora
mutacdes nos genes EFNB1, ALX1, ALX3 e ALX4 ja tenham sido associadas a quadros com DFN, o fato
de a maioria dos casos ser esporddica e ndo ter etiologia definida dificulta o aconselhamento
genético as familias com individuos afetados, assim como inferéncias sobre o progndstico desses
pacientes. Uma melhor compreensdo da etiologia da DFN pode também contribuir para a

identificacdo de vias de sinalizagdo importantes para o desenvolvimento craniofacial humano.

A observacdo neste estudo de uma mutacdo em heterozigose no gene ALX4 co-segregando
com um fendtipo em um caso familial de DFN leve representa a primeira descricdo de mutacdo neste
gene causando uma forma de DFN com heran¢a dominante. Mutagdes em homozigose em ALX4
foram associadas tanto a quadros mais graves como a um caso mais leve de DFN; embora ndo haja
estudos funcionais, essa diferenga fenotipica aparentemente depende do tipo de consequéncia da
mutag¢do na atividade da proteina. Por outro lado, mutagdes em heterozigose no ALX4 haviam sido
relacionadas até entdo apenas a forame parietal alargado. O fendtipo apresentado pelo paciente e
sua mde é, portanto, intermedidrio neste espectro de variabilidade clinica relacionada a ALX4.
Enquanto as mutacGes de mudanca de fase de leitura levando a cédon de parada prematuro
descritas até o momento nos casos com apenas forame parietal alargado ocorrem antes do ultimo
intron do gene, a mutacdo encontrada neste estudo se localiza em seu ultimo exon. Este fato faz com
que o alelo alterado do paciente e sua mae escape ao mecanismo de degradacdo de mRNA com
cédons de parada prematuro, denominado non-sense mediated mRNA decay (NMD), o que a
principio ndo ocorre nos casos sem DFN. Sendo assim, acreditamos que a maior gravidade do quadro
estudado em relagdo aos demais casos de muta¢do em heterozigose no ALX4 possa ser explicada por
um mecanismo de dominancia negativa, havendo uma provavel interacdo entre os alelos selvagem e

alterado, mas com manutencdo parcial das fun¢des do gene.
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O fato de termos identificado mutacdo em homozigose no gene ALX1 num quadro de DFN
grave com microftalmia corrobora os achados de Uz et al. (2010). O paciente com mutacdo em ALX1
do presente estudo ndo apresenta, contudo, nenhum tipo de atraso de desenvolvimento e nenhuma
outra anomalia associada, o que corrobora ainda a importancia e especificidade da funcdo do gene
ALX1 para o correto desenvolvimento craniofacial no inicio do desenvolvimento embrioldgico
humano. Neste contexto, nosso estudo, que consiste do 3° caso da literatura mundial, contribuiu

para uma melhor definicdo do espectro clinico da DFN relacionada a ALX1.

Como é bem estabelecido na literatura, estudos de rearranjos cromossémicos equilibrados e
de CNVs podem contribuir para a identificacdo de genes associados a um determinado fenétipo, uma
vez que os pontos de quebra do rearranjo ou que delimitam a regido de CNV podem romper um ou
mais genes ou regides regulatdrias, além de CNVs poderem englobar genes cujas funcdes sejam
sensiveis a dosagem génica. Foi identificado um paciente com DFN, atraso de desenvolvimento e
outras anomalias que apresenta rearranjo aparentemente balanceado envolvendo os cromossomos
4 e 12. O fato de seu rearranjo cromossOmico ser de novo, ou seja, ndo estar presente em seus pais,
favorece a hipotese de que possa estar envolvido com a etiologia do fenétipo do individuo. Os
estudos citogenéticos e moleculares dos pontos de quebra do rearranjo sugeriram os genes ARAP2 e
CAND1 como possiveis responsaveis pelo quadro clinico do paciente, uma vez que o primeiro parece
ter importante papel no desenvolvimento embrioldgico e o segundo tem fun¢do no processo de
ubiquitinagdo, um processo celular que quando comprometido pode levar a altera¢des fenotipicas,
como é o caso das mutagdes no gene MID1 associadas a sindrome Optiz GBBB de heranga ligada ao
X, com a qual o paciente compartilha determinadas caracteristicas. Por sua vez, o estudo de CNVs em
sete individuos com DFN associada a atraso de desenvolvimento apontou os genes DNAJB12 e em
especial ENOX2 como possiveis candidatos para explicar o fendtipo de dois dos pacientes. Enquanto
o primeiro estd envolvido no processo de degradacdo de proteinas alteradas, o segundo esta
relacionado aos processos de crescimento, migracdo e sobrevivéncia celulares. No entanto, uma vez

gue ndo foi possivel mapear precisamente o ponto de quebra do paciente com o rearranjo nem
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comparar a expressao dos genes identificados nos individuos afetados com controles, é preciso que
novos estudos sejam realizados a fim de melhor compreender o significado de tais achados e a real
contribuicdo de cada gene para o desenvolvimento craniofacial humano. Pelo limite de resolugdo
imposto pelas técnicas realizadas, ndo descartamos a existéncia de CNVs patogénicas influenciando o
fendtipo dos pacientes que ndao tenham sido detectadas neste estudo. Embora todos os casos deste
estudo com DFN e atraso de desenvolvimento sejam do sexo masculino, o baixo tamanho amostral
decorrente da raridade do fenétipo e um viés de selecdao da amostra, onde inicialmente priorizou-se
o grupo de meninos publicados por Guion-Almeida e Richieri-Costa (2009), ndo permitem inferéncias

guanto a propor¢do de ocorréncia desta condicdo entre os sexos.

Um recente modelo animal para DFN foi proposto por Brugmann et al. (2010) em virtude do
quadro clinico de camundongos com delecdo em homozigose do gene Kif3a (que codifica uma
proteina de transporte intraflagelar) especificamente em células da crista neural. Uma vez que
camundongos com deficiéncia total deste gene em homozigose sdo invidveis, e considerando ainda
os achados de Twigg et al. (2013) de mosaicismo somatico em todos os casos estudados de DCFN
grave em meninos, acreditamos que ao menos uma parcela dos pacientes com DFN pode apresentar
mutagies também somente em determinadas linhagens celulares, ou seja, que representem casos
de mosaicismo somatico. Sendo assim, consideramos importante que no futuro sejam realizados
estudos para investigar também esta hipdtese, que explicaria ainda parte dos resultados de

discordancia entre gémeos monozigdticos.

Embora causas ambientais possam também estar envolvidas na etiologia da DFN, a existéncia
de mutacgdes de ponto, indels e varios outros fatores genéticos e epigenéticos ndo detectaveis pelas
metodologias utilizadas no presente estudo precisa também ser investigada, uma vez que podem ser

responsaveis pelo quadro clinico desses individuos.
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Com este trabalho podemos concluir que:

- MutacOes em heterozigose no gene ALX4 podem também levar a quadros com DFN.

- O gene ALX1 parece ter funcdo bastante importante e especifica para o correto
desenvolvimento craniofacial em humanos, uma vez que o quadro clinico consequente de mutacdes
em homozigose neste gene é bastante grave e restrito a regido da face. Mutac¢des neste gene nao

levam necessariamente a alteracdo de desenvolvimento congnitivo.

- Alteracdo na funcdo dos genes ARAP2, CAND1, DNAJB12 e ENOX2 sao possiveis candidatas

para quadros com DFN.
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Resumo

A displasia frontonasal (DFN) compreende quadros de aparéncia facial variavel, sendo clinicamente
caracterizada por dois ou mais dos seguintes sinais: hipertelorismo ocular com consequente
alargamento da base nasal; fissura facial mediana afetando o nariz ou o nariz e labio superior e, por
vezes, o palato; fissura alar (uni ou bilateral); ponta nasal ausente; cranio anterior bifido oculto, e
implantagdo em "V" dos cabelos na fronte. A DFN pode ser vista como um defeito de
desenvolvimento que pode ocorrer por si s6 ou como parte do quadro clinico de vdrias sindromes. A
maioria dos casos de DFN é esporadica, e em raras circunstancias foram observadas alteracdes
cromossOmicas em alguns individuos. Até o momento, quatro genes foram relacionados a
patogénese molecular de algumas das sindromes com DFN, EFNBI1, associado a uma forma de DFN
ligada ao X e os genes ALX1, ALX3 e ALX4, todos associados a formas de DFN com heranca
autossémica recessiva. Embora esteja claro haver heterogeneidade etiolégica, na maioria dos casos
de DFN a causa ndo é conhecida, dificultando o adequado aconselhamento genético aos pacientes e
seus familiares. Sendo assim, realizamos estudos com diferentes estratégias metodoldgicas buscando
melhor compreender as possiveis causas genéticas da DFN. Ao todo foram analisados 10 pacientes:
um caso familial de DFN leve com heranca aparentemente autossdmica dominante, um caso
clinicamente sugestivo de mutagdo em ALXI1, e oito casos de DFN associada a atraso de
desenvolvimento com ou sem outras anomalias, dos quais um apresentava um rearranjo de novo
aparentemente balanceado entre os cromossomos 4 e 12. Optamos por realizar sequenciamento dos
genes previamente relacionados a fenétipos com DFN em todos os casos; para aqueles em que ndo
foram detectadas mutagdes patogénicas, realizamos analise de variagGes de nimero de cépias (CNV)
por microarray de polimorfismos de base Unica e, para o paciente com rearranjo cromossomico,
realizamos o mapeamento do ponto de quebra por hibridacdo in situ fluorescente. Constatamos
uma mutacdo em heterozigose no gene ALX4 co-segregando com o fendtipo do caso familial, sendo
esta a primeira descricdo de alteracdo em tal gene causando uma forma de DFN com heranca
dominante, e sugerimos pela primeira vez um mecanismo de dominancia negativa. No caso sugestivo
de mutacdo em ALX1, o diagndstico foi confirmado através da identificacdo de uma mutacdo em
homozigose neste gene do paciente; este caso consiste no 3° da literatura mundial e evidencia pela
primeira vez que mutag¢des em ALX1 n3ao necessariamente levam a atraso de desenvolvimento ou
deficiéncia intelectual. Os estudos citogenéticos e moleculares dos pontos de quebra do paciente
com rearranjo cromossdmico sugeriram os genes ARAP2 e CAND1 como possiveis responsdveis por

seu quadro clinico, enquanto o estudo de CNVs nos individuos com DFN associada a atraso de
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desenvolvimento apontou os genes DNAJB12 e ENOX2 como possiveis candidatos para explicar o
fendtipo de dois dos pacientes. E preciso que novos estudos sejam realizados a fim de melhor
compreender o significado de tais achados e a real contribuicdo de cada gene para o
desenvolvimento craniofacial humano e para a etiologia da DFN. Para os casos em que nao foram
identificadas alteracdes conclusivas no presente estudo, embora causas ambientais ndo possam ser
descartadas, é preciso que seja investigada também a existéncia de fatores genéticos e epigenéticos
ndo detectaveis pelas metodologias utilizadas, bem como a hipdtese de mosaicismo somatico.
Nossos resultados, além de corroborarem o envolvimento dos genes ALX1 e ALX4 em fendtipos com

DFN, sugerem também novos genes candidatos: ARAP2, CAND1, DNAJB12 e ENOX2.

Palavras-chave: displasia frontonasal; CNV; genes candidatos; rearranjos cromossOmicos estruturais;

ALX1; ALX4.
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Abstract

Frontonasal dysplasia (FND) is a rare group of disorders that comprises cases with a variety of facial
appearances, and is clinically characterized by two or more of the following signs: ocular
hypertelorism with consequent broadening of the nasal root; median facial cleft affecting the nose
and/or upper lip and palate; clefting of the alae nasi (uni or bilateral); lack of formation of the nasal
tip; anterior cranium bifidum occultum; and a V-shaped frontal hairline. FND is a developmental
defect that can occur alone or as part of several syndromes. Most cases of FND are sporadic, and in
rare circumstances chromosomal alterations were observed in affected individuals. To date, four
genes have been related to the molecular pathogenesis of some syndromes with DFN, one (EFNB1) is
associated with an X-linked form while the 3 others (ALX1, ALX3 and ALX4) are associated with
autosomal recessive forms. Although it is clear that FND is etiologic heterogeneous, the causative
mechanism is unknown in most cases which makes it hard to give proper genetic counseling to
patients and their families. In order to get new insights into the genetic mechanisms leading to FND,
we performed studies with different methodologies. Altogether, 10 patients were analyzed: a familial
case of a mild form of FND with an apparently autosomal dominant inheritance pattern, a case
clinically suggestive of mutation in ALX1, and eight cases of FND associated with developmental delay
with or without other anomalies, one of which with an apparently balanced de novo rearrangement
between chromosomes 4 and 12. We chose to sequence the genes previously associated with FND
phenotypes in all cases; for those in which pathogenic mutations were not detected, we conducted
an analysis of copy number variations (CNV) by single nucleotide polymorphisms microarrays; for the
patient with chromosomal rearrangement, we also mapped the breakpoints by using fluorescence in
situ hybridization. We found a heterozygous mutation in ALX4 co-segregating with the phenotype of
the familial case; this is the first description of mutation in this gene causing a form of FND with
dominant inheritance pattern, and we suggested for the first time a dominant negative mechanism.
In the case suggestive of mutation in ALX1, the diagnosis was confirmed by the identification of a
homozygous mutation in this gene; this is the third case of the literature and shows for the first time
that mutations in ALX1 are not necessarily related to developmental delay or intellectual disability.
Breakpoints cytogenetic and molecular studies done with the patient with chromosomal
rearrangement suggested ARAP2 and CANDI1 genes as causative candidates for his condition, while
the study of CNVs in individuals with FND associated with developmental delay pointed DNAJB12 and
ENOX2 genes as possible candidates to explain the phenotypes of two of the patients. Further

studies are necessary to better understand the significance of such findings and the actual
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contribution of each of these genes to human craniofacial development and the etiology of FND.
Although environmental causes cannot be ruled out, it should also be investigated the existence of
genetic and epigenetic factors as well as the possibility of somatic mosaicism, among the cases
negative for the molecular approaches used in our study. Our results corroborate the involvement of
ALX1 and ALX4 in FND phenotypes, and suggest new candidate genes: ARAP2, CAND1, DNAJB12 and
ENOX2.

Keywords: frontonasal dysplasia; CNV; candidate genes; structural chromosomal rearrangements;

ALX1; ALX4.
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