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Resumo

Moraes MB. Estudo clinico e molecular de pacientes com sindrome de Noonan e
sindromes relacionadas a sindrome de Noonan pelo sequenciamento de nova
geracao [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo;
20109.

INTRODUCAO: a sindrome de Noonan é a doenga monogénica mais comum dentro
do grupo das RASopatias, as quais sdo causadas por variantes em genes da via de
sinalizacdo RAS/MAPK e que se caracterizam por um envolvimento
neurocardiofaciocutdneo. Uma nova técnica molecular, o sequenciamento de nova
geracdo, capaz de gerar um grande numero de dados genémicos em um Unico
experimento, vem sendo empregado na Uultima década com grande éxito na
confirmacdo da hip6tese clinica das doencas monogénicas, particularmente
naquelas que apresentam uma grande heterogeneidade genética, assim como na
descoberta de novos genes em doencas sem o conhecimento completo de suas
bases moleculares, como € o caso da sindrome de Noonan.

OBJETIVOS: Avaliar as caracteristicas clinicas e as bases moleculares
responsaveis pela sindrome de Noonan e sindromes relacionadas a sindrome de
Noonan.

MATERIAS E METODOS: Foram incluidos 104 pacientes com suspeita clinica de
uma RASopatia, 79 deles com sindrome de Noonan, classificados como casos
tipicos (55) ou atipicos (24), de acordo com critérios clinicos da literatura. O
sequenciamento de nova geracao incluiu o sequenciamento do exoma ou um painel
de genes contendo aqueles ja associados as RASopatias. RESULTADOS: variantes
pontuais classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas em
heterozigose foram encontradas em 59 probandos (57%): 59 delas em genes ja
associados as RASopatias, destacando-se o gene PTPN11 pela frequéncia (28
individuos - 44%) e trés variantes novas nos genes NF1 e MAP2K2. Nos pacientes
com sindrome de Noonan e classificados como tipicos, a positividade do
sequenciamento foi de 73%, bem superior ao observado nos casos atipicos (12,5%).
Quatro individuos apresentaram variantes em genes associados a outras doencas

monogénicas e um individuo apresentou uma microdelecdo de 1,1Mb no



cromossomo 19p13.3 de novo. O exoma do trio em um individuo mostrou a
presenca de uma variante de novo em ACTC1, gene associado anteriormente a
alteracdes cardiacas. Entre os achados clinicos, dois individuos com variantes em
NRAS, um com uma variante incomum no gene HRAS e outro em PPP1CB
apresentaram fenotipos distintos ou com achados clinicos ainda nédo descritos,
ampliando o espectro de caracteristicas clinicas nas RASopatias.

CONCLUSOES: O sequenciamento de nova geracdo foi efetivo tanto na
confirmacédo diagnostica no grupo das RASopatias, particularmente naqueles casos
de sindrome de Noonan considerados tipicos, como na ampliacdo fenotipica
associada a genes especificos, como NRAS, HRAS e PPP1CB. Permitiu ainda a
identificagdo de uma variante no gene ACTC1 em um individuo com sindrome de
Noonan tipico, sugerindo que seu produto génico desempenhe um papel mais amplo

no desenvolvimento fetal.

Palavras - chaves: sindrome de Noonan; andlise de sequéncia de DNA;
sequenciamento de nucleotideos em larga escala; doencas genéticas inatas;

genética; biologia molecular.



Summary

Moraes MB. Clinical and molecular study of patients with Noonan syndrome and
Noonan-related disordersby next-generation sequencing [thesis].S&o Paulo:
“Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo”; 2019.

INTRODUCTION: Noonan syndrome is the most common monogenic disorder within
the RASopathies group,all of them caused by variants in genes of the RAS/MAPK
signaling pathway and characterized by neurocardiofaciocutaneous involvement. A
new molecular technique, the next-generation sequencing, capable of generating a
large number of genomic data in a single experiment, has been used in the last
decade with great success in confirming the clinical hypothesis of monogenic
diseases, particularly in those with a great genetics heterogeneity, as well as in the
discovery of new genes in diseases without the complete knowledge of its molecular
bases, as is the case of Noonan syndrome.

OBJECTIVES: To evaluate the clinical characteristics and molecular basis of
Noonan syndrome and Noonan-related disorders.

MATERIALS AND METHODS: We included 104 patients with clinical suspicion of a
RASopathy, 79 of them with Noonan syndrome, classified as typical (55) or atypical
(24) cases, according to clinical criteria from the literature. Next-generation
sequencing included exome sequencing or a panel of genes containing those already
associated with RASopathies.

RESULTS: Pathogenic heterozygous variants classified as pathogenic or probably
pathogenic were found in 59 probands (57%): 59 of them in genes already known to
be associated with RASopathies, highlighting the high frequency of variants in
PTPN11 (28 individuals - 44%) and three new variants in the NF1 and MAP2K2
genes. In patients with Noonan syndrome and classified as typical, the diagnostic
yield was 73%, much higher than that observed in atypical cases (12.5%). Four
individuals showed variants in genes associated with other monogenic diseases and
one individual had a de novo microdeletion of 1.1Mb on chromosome 19p13.3. The
exome of the trio in one individual showed the presence of a variant de novo in
ACTC1, a gene previously associated with cardiac abnormalities. Among the clinical

findings, two individuals with variants in NRAS, one with an uncommon variant in the



HRAS gene and another in PPP1CB presented distinct phenotypes or with clinical
findings not yet described, broadening the clinical spectrum in the RASopathies.
CONCLUSIONS: Next-generation sequencing was effective in confirming the clinical
diagnosis in the RASopathy group, particularly in those cases of Noonan syndrome
considered typical, as well as in contributing to the phenotypic delineation associated
with specific genes, such as NRAS, HRAS and PPP1CB. It also allowed the
identification of a variant in the ACTC1l in an individual with typical Noonan

syndrome, suggesting that its product may play a larger role in fetal development.

Descriptors: Noonan syndrome; sequence analysis, DNA; high-throughput

nucleotide sequencing; genetic diseases, inborn; Genetics; molecular biology.



1. INTRODUCAO

Os conhecimentos sobre o material genético humano vém sofrendo uma
evolucdo ao longo do tempo. Embora os principios da hereditariedade tenham sido
delineados pelo monge e bidlogo austriaco Gregor Mendel ha mais de 150 anos,
dois marcos importantes para a caracterizagcdo e o estudo propriamente dito da
unidade genética humana - o &cido desoxirribonucleico (DNA) - s6 ocorreram no
século XX: na década de 1950, Watson e Crick desvendaram a estrutura
tridimensional do DNA e, em 1975, Sanger e Coulson desenvolveram uma técnica
que permitia determinar a sequéncia dos nucleotideos do material genético, o
sequenciamento do DNA. Esta técnica passou a ser conhecida como o
sequenciamento de Sanger e é amplamente empregada até hoje, extremamente Util
na identificacdo de variacbes no material genético que sdo responsaveis por
doencas genéticas, particularmente nas doencas monogénicas ou mendelianas, nas
quais uma alteracdo em um Unico gene pode ser responsavel pelo fenétipo. Na
década de 1990, deu-se inicio o Projeto do Genoma Humano, com o intuito de
desvendar todo o material genético da espécie humana. Finalizado em 2004,
permitiu estabelecer uma referéncia para o material genético em nossa espécie,
além da identificacdo do numero total de genes, ao redor de 19.000. Este projeto
alavancou o desenvolvimento de técnicas mais robustas de sequenciamento,
permitindo a andlise de diversos segmentos de DNA simultaneamente e com precos
mais acessiveis, rapidamente sendo incorporadas na pesquisa e, posteriormente, na
pratica clinica nas Ultimas duas décadas. A técnica deste sequenciamento paralelo
massivo € denominada Sequenciamento de 22 Geracdo ou Nova Geracdo, em
contrapartida ao sequenciamento Sanger, de 12 geracdo (Chong et al.,, 2015;
Heather e Chain, 2016; Shendure et al., 2017).



1.1.Técnicas de sequenciamento génico — Sequenciamento de Primeira

Geracao ou Sequenciamento de Sanger

Na década de 1970, Sanger e Coulson desenvolveram o sequenciamento das
bases de DNA utilizando um método enzimatico, pela DNA polimerase. Empregado
até hoje, este método consiste na utilizacdo de dideoxinucleotideos marcados por
fluorescéncia, atuando como finalizadores da cadeia do sequenciamento.
Segmentos pequenos de DNA sdo sequenciados isoladamente, em geral as regides
exOnicas dos genes. Embora as regifes génicas que codificam uma proteina (éxons)
correspondam apenas a 1 a 2% do genoma, a grande maioria dos fendtipos
mendelianos decorre de uma mutacdo ou mais recentemente o termo empregado é
variante exatamente na regido exbnica ou nas bordas dos éxons, na regido
responsavel pelo mecanismo de excisdo dos introns (splicing), com consequente
alteracéo na funcéo do produto codificado por esse gene.

Esta técnica revolucionou o estudo das bases moleculares de doencas
genéticas, permitindo a descoberta de diversos genes responsaveis por esses
fenotipos. O numero crescente de genes descobertos relacionados a sindromes

genéticas esta representado na figura 1. (Peltonem & McKusick, 2001).
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Figura 1: Descoberta de novos genes de 1981 a 2000. (Adaptado de Peltone e
McKusick.; 2001).



As limitagbes do emprego desta técnica incluem o baixo rendimento em
termos de material gerado para andlise e a falta de deteccao de variantes presentes
numa frequéncia baixa, em situacdes de mosaicismo, além do custo, que ainda é
alto quando se considera o sequenciamento de cada base de DNA (Morey et al.,
2013).

1.2.Técnicas de Sequenciamento Génico — Sequenciamento de Segunda
Geracao ou Sequenciamento de Nova Geracao.

O Sequenciamento de Nova Geracao (next-generation sequencing), massivo
e em paralelo, permite a geracdo de um numero grande de dados, também
direcionado principalmente para a identificacdo de variantes de ponto e pequenas
insercdes e delecbes (in/dels) no material genético. Pode-se obter o estudo do
genoma completo (de novo ou ressequenciamento) ou, alternativamente, capturar
regides de interesse, como a regido codificadora de todos o0s genes
(sequenciamento do exoma) ou de um grupo de genes de interesse (painéis de
genes — targeted sequencing).

O primeiro equipamento disponivel para o NGS data de 2004 e, desde entéo,
diversas plataformas foram desenvolvidas neste curto espaco de tempo, com uma
diminuicdo vertiginosa no custo do sequenciamento, tornando o NGS uma pratica
cotidiana em diversos laboratérios de pesquisa e diagnéstico ao redor do mundo
(figura 2). A grande vantagem desta técnica é o grande niumero de dados gerados
para analise. Os fatores que sdo levados em consideracdo na evolucao desta
técnica incluem o tamanho do fragmento que sera analisado, o rendimento, a
acuracia da leitura e a sua profundidade (nimero de vezes que cada base é
sequenciada em eventos independentes). As limitacbes desta técnica incluem o
tamanho do fragmento, que n&o é tdo longo como nas técnicas tradicionais, além de
este fato resultar em um alongamento néo sincronizado, o que pode gerar um sinal

fluorescente ambiguo (Morey et al., 2013).
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Figura 2: Queda exponencial no custo do sequenciamento de DNA, no periodo de
2002 a 2013. (Check., 2014).

Independentemente da plataforma aplicada, varios passos sdo comuns: 0
DNA extraido deve ser fragmentado por métodos mecanicos ou enzimaticos,
seguido da preparacdo de uma biblioteca da andlise de bioinformatica. Nesta etapa,
os adaptadores, sequéncias universais conhecidas e especificas para cada
plataforma, s@o incorporados em cada extremidade dos fragmentos de DNA para
permitir uma amplificacdo por uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR), seja pelo
emprego de um par de primers, seja pelo uso de sondas complementares aos
adaptadores que unirdo os fragmentos a uma superficie (figura 3). O tamanho do
fragmento de leitura é uma funcdo da razao sinal/ruido, e por iSso ocorre uma
limitacdo para sequenciar apenas pequenos fragmentos, menores do que é possivel

fazé-lo pelo sequenciamento de Sanger.
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Figura 3: Fluxo de trabalho basico para projetos de sequenciamento de todo-exoma

e todo-genoma. (Adaptado de Pabingerr et al, 2014)

O genoma humano é complexo e repetitivo, contém cerca de 48% de regides
repetitivas. Os fragmentos pequenos sdo mais trabalhosos de alinhar a esse



contetdo. A estratégia para aumentar a confianca e credibilidade no alinhamento
desses pequenos fragmentos é o emprego de leitura pareada, ou seja, (lado a lado)
do fim do fragmento (paired end read). Nesta estratégia, a plataforma consegue
realizar a leitura do fragmento com tamanho menor que 1KB com precisao, por meio
de adaptadores nas duas extremidades, iniciando a primeira leitura por um primer e
a segunda pelo primer da ponta oposta do fragmento. Estas leituras pareadas, uma
oposta a outra, aumentam a confianca do mapeamento e o alinhamento com o

genoma-referéncia. (Mardis., 2013).

1.2.1. Plataformaillumina Hiseg/Miseq

A plataforma lllumina é a mais utilizada nos dias atuais mundialmente, tendo
sido desenvolvida no inicio de 2000 pela empresa americana Solexa, tornando-se
comercialmente disponivel em 2006. Aparelhos com diferentes capacidades de
sequenciamento foram desenvolvidos, como o MiSeq e o HiSeq. O MiSeq utiliza a
tecnologia de sequenciamento por sintese, une velocidade e simplicidade para o
sequenciamento de volume de dados intermediarios, proporcionando acesso as
mesmas bibliotecas e kits utilizados pela plataforma Hiseq, porém com um tempo de
resposta e custo por corrida mais acessiveis. Indicada para aplicacbes que vao
desde sequenciamento de pequenos genomas, genes alvo ou amplicons, a analises
de metagendmica e expressao de genes alvo, esta plataforma gera até 15 Gb de
informacé&o ou 25 milhdes de leituras de até 300 pb por corrida.

Esta plataforma € considerada um equipamento multifuncional, uma vez que
tem a capacidade de realizar todas as etapas em um unico aparelho. O aparelho
MiSeq tem menor capacidade de geracdo de dados e menor tamanho, sendo
indicadas para laboratérios de menor porte (Lin et al., 2012). Na plataforma Illumina,
a biblioteca é construida a partir da fragmentacdo de DNA, que se liga a
adaptadores, ou seja, sequéncias complementares de oligonucleotideos que estao
presentes na placa (Flowcell). Esses segmentos sédo amplificados pela polimerase
formando clusters, que irdo conter cada um deles aproximadamente 1000 amplicons
(PCR de fase solida). Apos aplicacdo de uma enzima de linearizagéo, as duplas fitas
de DNA (double stranded — dsDNA) sao transformadas em fita simples (single
stranded DNA — ssDNA). Uma mistura de nucleotideos terminadores sao marcados

e adicionados de acordo com a complementaridade; a fluorescéncia do nucleotideo



adicionado é capturada e gravada. Com a remocao do bloquear, um novo ciclo de
adicdo de nucleotideos se inicia, permitindo a sintese de uma nova fita e o

sequenciamento base a base (figura 4).
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A Dbiblioteca é carregada dentro da flowcell e os
fragmentos sdo hibridizados na superficie da flowcell,
cada parte do fragmento é amplificado nos clusters
através de amplificagdo em ponte.

As bibliotecas do NGS sdo preparadas por fragmentagdo
da amostra de DNA e ligagdo de adaptadores.
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Figura 4: Viséo geral quimica do NGS: lllumina incluindo 4 etapas: a) preparacao
da biblioteca, b) amplificacdo, c) sequenciamento e d) alinhamento e analise de

dados (Adaptado de Protocolo lllumina).



Essa plataforma é de aproximadamente 600 Gb por célula de fluxo com
6 bilhdes de leituras e uma precisédo de 99,9%, em aproximadamente 11 dias (Morey

et al.,2013). O custo de sequenciamento é de $2 por megabase.

1.2.2. Andlise dos dados

O grande volume de dados gerados pelos sequenciadores de nova geragao
requer o emprego de ferramentas de bioinformética altamente sofisticadas, a fim de
que a Unica ou as poucas alteracdes genéticas de interesse sejam identificadas em
meio a centenas ou milhares de alteracdes néo relacionadas ao fendtipo
(polimorfismos e variantes raras ndo associadas ao fenotipo). Este processo é
realizado por diversos programas computacionais que funcionam em cadeia (ou
pipelines). Inicialmente, os dados brutos gerados pelo sequenciador (as sequencias
propriamente ditas — arquivo *.fastq) precisam ser mapeados e alinhados no
genoma-referéncia, gerando no final um arquivo *.bam. Em seguida, séo listadas
todas as alteracdes divergentes da sequéncia-referéncia - Variant Call Format
(VCF), tipicamente, algumas centenas ou milhares de alteragbes, o que tornaria
impossivel a verificagdo manual de cada uma delas. E feito um processo de
filtragem destas alteracdes por meio do cruzamento de informacdes de bancos de
dados publicos, alimentados continuamente e, portanto, mais robustos com o passar
do tempo, que compreendem mais de 99% das variantes alélicas existentes em
seres humanos (1000 genomes - http://www.1000genomes.org/, dados gendmicos
da populacéo brasileira — www.abraom.ib.usp.br, entre outros) e ainda do emprego
de algoritmos que predizem in silico o impacto funcional de determinadas variantes.

O Colégio Americano de Genética Médica e Genémica (ACMG) estabeleceu
diretrizes, universalmente utilizadas, para classificar as variantes em cinco
categorias: patogénica, provavelmente patogénica, variante de significado incerto
(variant of uncertain significance - VUS), provavelmente benigna e benigna. Para
obter esta classificacdo, diversos fatores sdo levados em consideracdo e recebem
um peso, que pode ser muito forte, forte e moderado, de suporte (para a
classificacdo como patogénica) e um critério Unico suficiente (para a classificagéo
como benigna). Os fatores analisados incluem a frequéncia da variante em
populacdes controle e em afetados, ferramentas de bioinformatica de predicdo de

dano a proteina codificadas pelo gene, estudos funcionais ja realizados mostrando



efeito deletério ou ndo, dados de segregacdo da variante na familia nos casos
familiais, comprovacdo de um evento de novo nos casos isolados, variantes
encontradas respeitando o padrdo de heranca estabelecido para a doenca, presenca
de um fendtipo no paciente ou nos familiares compativel com o papel do gene no
caso de variante patogénica ou variante presente em um individuo que apresenta
outra causa plausivel para o seu fenoétipo, no caso de variante benigna. (quadrol e
2) (Richards et al., 2015).

Embora a aplicag&o principal seja a identificacdo de variantes pontuais, single
nucleotide variants — SNVs e pequenas insercoes/delecbes, programas
desenvolvidos mais recentemente também sdo capazes de detectar
microdelecdes/microduplicacdes, as denominadas variacdes do numero de copias
(CNVs). No entanto, até o presente, este exame ndo é considerado tdo acurado
quando o array gendmico (Wright et al., 2018).

1.3.Achados incidentais ou secundarios

Na andlise genbmica, particularmente naquelas amplas, como o
sequenciamento do exoma, podem ser encontradas variantes nao relacionadas a
indicagdo primaria do teste, os denominados achados incidentais ou secundarios.
Pelo fato de algumas destas variantes poderem apresentar um impacto no
seguimento médico do individuo, 0 ACMG emitiu pareceres com uma lista de genes
associados a diversas sindromes, como aquelas de predisposicdo ao cancer
hereditario, algumas hamartomatoses, doengas com acometimento cardiovascular,
entre outras, que podem ser informadas ao individuo, mediante seu desejo expresso
(Kalia et al., 2017).

1.4.Fenotipos monogénicos ou mendelianos

Como o emprego do sequenciamento génico tem sua grande contribuicdo na
caracterizagcdo de mudancas na sequéncia do DNA em genes, esta é a técnica de
escolha para o estudo das bases etiolégicas das doencas mendelianas ou

monogénicas, um grupo amplo de fenotipos decorrentes, na grande maioria dos
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casos, de variante(s) rara(s) (com uma frequéncia populacional menor que 1% ou
mesmo ausente) em um gene Unico.

De acordo com a localizacdo do gene, se em um Cromossomo autossomo ou
no cromossomo sexual X, e na necessidade da presenca de uma variante em uma
Unica cépia do gene ou em ambas as cépias para a expressdo fenotipica, essas
doencas sao classificadas nos seguintes padrdes classicos de heranca: autossémica
dominante, autossdmica recessiva, ligada ao X dominante e ligada ao X recessivo.

No catalogo de doengas mendelianas on-line, Mendelian Inheritance in Man -
OMIM (www.omim.org), com dados atualizados em abril de 2019, estdo descritos
7077 fendtipos, sendo 5510 com base molecular conhecida e 1567 sem base
molecular definida. Além disso, outros 1755 fenotipos estéo incluidos, nos quais ha a
suspeita de uma base genética mendeliana para a sua etiologia. Desta forma,
observa-se que o numero de doencas mendelianas € extenso, constituindo um
grupo importante de doencas genéticas avaliadas na pratica da Genética Médica.
Em conjunto, as doencas mendelianas representam 0,4% de todas as doencas
reconhecidas ao nascimento e, incluindo todas as anomalias congénitas,
aproximadamente 8% dos nascidos vivos apresentardo uma doenca genética
identificada até o inicio da vida adulta. Os defeitos congénitos, nos quais as doencas
mendelianas provavelmente exercem uma grande influéncia, sdo a causa mais
comum de 6bito no 1° ano de vida nos Estados Unidos (Chong et al.,2015).

Variantes raras em aproximadamente 1500 genes ja foram descritas como
responsaveis por doencas de desenvolvimento, embora ainda varios fendtipos
permanecam sem etiologia definida. O diagnostico preciso para um individuo
permite que haja uma orientacdo mais adequada quanto as questdes médicas, 0
que pode direcionar um acompanhamento e/ou uma terapéutica mais precisa, além
de permitir acesso a grupos de apoio especifico para um doenca ou grupo de
doencas. Outro fator importante € determinar um risco de recorréncia mais acurado
para o individuo e sua familia, com beneficio para tomada de decisfes quanto ao
planejamento reprodutivo futuro (Wright et al., 2018).

Apesar de todos os avangos técnicos e médicos, ainda o diagnostico destas
doencas raras € um grande desafio, seja por ndo haver ainda uma etiologia definida,
seja pela grande variabilidade clinica de um determinado fendtipo (expressividade
variavel), comum em diversas doencas mendelianas (Wright et al., 2018). Até pouco
tempo atras, a técnica utilizada para detectar alteracdes na sequéncia do DNA,
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especialmente nas regides codificadoras dos genes, era 0 sequenciamento de
Sanger (Sanger e Coulson, 1975). Recentemente, a técnica do sequenciamento de
nova geracdo (SNG) tem-se mostrado muito promissora tanto em aumentar a
positividade do diagndstico como em diminuir o tempo para estabelecer este
diagnostico. Embora a positividade desta técnica esteja atualmente em 25-30%, ela
€ maior do que aquelas obtidas com o estudo cromossdémico (5%) e com o array
gendmico (15-20%) (Chong et al., 2015).

Uma das doengas monogénicas com uma grande variabilidade de expresséo
fenotipica e com heterogeneidade genética de loco € a sindrome de Noonan.

1.5.Sindrome de Noonan (omim 163950)

1.5.1. Conceito

A sindrome de Noonan —-SN, reconhecida como uma entidade distinta em
1963 por Noonan e Ehmke, é uma doenca predominantemente autossdémica
dominante, com incidéncia estimada entre 1:1.000 a 1:2.500 nascimentos (Noonan,
1968; Nora et al., 1974), com distribuicdo semelhante em ambos os géneros, porém
a maioria é de casos esporadicos (Shaw et al., 2007). Recentemente, a existéncia
de uma forma da SN com um padrdo autossémico recessivo foi confirmada pela

identificagdo de variantes bialélicas no gene LZTR1 (Johnston et al, 2018).

1.5.2. Aspectos clinicos da Sindrome de Noonan

A SN caracteriza-se pelo acometimento de diversos érgdos e sistemas, sendo
seus principais achados a baixa estatura de origem pos-natal, caracteristicas faciais
incomuns, como hipertelorismo ocular, inclinagdo infero-lateral das fendas
palpebrais, ptose palpebral, proptose, orelhas baixo-implantadas e com
espessamento superior da hélice, pescoc¢o curto e/ou alado, deformidade torécica,
sendo comum a presenca de um pectus em S (pectus carinatum superiormente e
excavatum inferiormente), cardiopatia congénita, especialmente a estenose
pulmonar valvar e a miocardiopatia hipertrofica, criptorquidia nos individuos do sexo

masculino, deficiéncia intelectual, em geral de grau leve, e diatese hemorragica,
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sendo a mais frequente a deficiéncia do fator Xl de coagulagdo (Romano et al.,
2010) (tabela 1). Embora a penetrancia seja completa, ha uma grande variabilidade
da expressdo fenotipica na SN, tanto inter como intrafamilial, além de uma

atenuacao das caracteristicas faciais com a idade (Allanson;1987).

Tabela 1: Principais manifestacdes clinicas e suas frequéncias.

Quadro clinico Principais manifestacfes
Frequéncia

Inclinacéo infero-lateral das
fendas palpebrais;
Hipertelorismo ocular;
Achados craniofaciais  Ptose palpebral; 95%
Proptose;
Presenca de nervos corneanos
espessados;
Ma oclusao dentaria;
Palato alto;

Orelhas baixo-implantadas

Excesso de pele na regido da nuca; 95%

Pescoco Pescogo alado

32%

Baixa implantagdo de cabelos na nuca

Achados cardiacos Cardiopatia congénita; 50%-75%
Estenose Valvar Pulmonar; 50%
Miocardiopatia Hipertrofica; 20%
Anomalias do sistema linfatico 20%
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Achados abdominais  Esplenomegalia 53%

Achados geniturinarios Criptorquidia 60%

Atraso puberal

Achados esqueléticos ~ Pectus carinatum; 70%
Cubitus valgus; 50%
30%
25%
Clinobraquidactilia ;
Anomalias vertebrais e esternais;
Ma oclusao dentéria
Achados Defeitos da coagulagéo , incluindo 20%
hematol6gicos deficiéncia de fator Xl ou XII;
Disfuncao plaquetaria;
Doenca de Willebrand
Achados neurolégicos  Deficiéncia mental; 35%
Atraso do desenvolvimento motor; 26%
15%
Dificuldade de aprendizagem;
Crescimento Déf|C|t eSta'[Ul’aJ 50%

Existem outras sindromes raras cujas caracteristicas fenotipicas,
particularmente as faciais, além do déficit de crescimento e anomalias cardiacas,
sobrepondo-se as da SN, denominadas sindromes relacionadas a sindrome de
Noonan (SRSN) (Tartaglia et al., 2011). Dentre elas destacam-se a sindrome de

Noonan com multiplas lentigines (SNML — OMIM 151100), a sindrome de Costello
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(SC — OMIM 218040), a sindrome cardiofaciocutanea (CFC — OMIM 115150), a
neurofibromatose tipo 1 (NF1 —OMIM 162200) e a sindrome Noonan-like com
cabelos anagenos frouxos (NLLAH — OMIM 607721). Todas estas sindromes,
incluindo a SN, decorrem de mutacdes em genes da via de sinalizagdo RAS/MAPK,
recebendo a denominacdo conjunta de RASopatias, 0 que explica a sobreposi¢ao
fenotipica observada entre elas (Figura 5) (Tidyman & Rauen, 2009).

As principais caracteristicas clinicas das RASopatias estdo descritas na
tabela 2.

1.5.3. Aspectos genéticos da SN e SRSN

1.5.3.1. Sequenciamento de 1@ geracdo — Tradicional de Sanger

A base molecular da SN comecou a ser delineada em 2001, quando
mutacBes em heterozigose no gene PTPN11 foram encontradas em metade dos
individuos afetados, indicando haver uma heterogeneidade genética de loco para a
sindrome (Tartaglia et al., 2001). O gene PTPN11 pertence a via de sinalizagao
RAS/MAPK, importante na proliferacao, diferenciacao, sobrevivéncia e morte celular.
As proteinas RAS ativadas promovem uma cascata de reacdes de fosforilagdo em
RAF-MEK-ERK, com a atuacdo deste ultimo efetor desempenhando um papel na
transcricdo de genes no nucleo da célula e também na modulacdo da funcdo de
alvos citoplasmaticos (Roberts et al., 2013) (figura 5). Apds cinco anos desta
descoberta, variantes em heterozigose em um outro gene (KRAS) - também
pertencente a via RAS/MAPK - foram associadas a sindrome CFC e SN (Niihori et
al., 2006; Schubbert et al., 2006). Este precedente possibilitou a descoberta de
diferentes outros genes desta via de sinalizacdo associados a SN e SRSN em um
curto espaco de tempo, sendo que a SN € a que apresenta a maior heterogeneidade
genética de loco (figura 5, tabela 2). A grande maioria das variantes em
heterozigose encontradas € do tipo missense e leva a um ganho de fungédo, com
aumento da sinalizacdo da via RAS/MAPK. (Roberts et al., 2013; Aoki et al., 2016).
Até 2010, empregando-se a técnica do sequenciamento tradicional de Sanger, os

genes novos associados a SN e SRSN, além dos genes PTPN11 e KRAS, incluiam:
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SOS1, RAF1, NRAS, SHOC2, CBL, BRAF, MAP2K1, MAP2K2, HRAS (Tartaglia et
al., 2011; Aoki et al., 2016).
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Figura 5: Diagrama esquematico da via de sinalizacdo RAS/MAPK, mostrando os
genes associados as diferentes RASopatias. Marcados com asteriscos estdo 0s

genes descobertos pelo emprego da técnica de NGS (Adaptado Aoki et al., 2016).
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1.5.3.2. Sequenciamento de Nova Geracao - Identificacdo de novos

genes associados a SN

A partir de 2013, pela utilizacdo do sequenciamento de nova geracao,
diversos outros genes foram associados as RASopatias, como os genes RIT1,
RRAS, RASA2, A2ML1, SOS2, LZTR1, PPP1CB, CDC42. Casos Unicos foram
associados a variantes nos genes SPRY1 e MAP3K8 (Aoki et al., 2016; Gripp et al.,
2016; Tydman & Rauen, 2016; Martinelli et al., 2018) (tabela 2). Destaca-se que dois
destes genes, o0 SOS2 e o LZTR1, foram descobertos por este grupo (Yamamoto et
al.,, 2015) sendo que o gene LZTR1, de funcdo pouco conhecida, ndo era
previamente reconhecido como parte integrante da via de sinalizacdo RAS/MAPK. O
emprego da técnica do sequenciamento de nova geracdo, aliado a estratégia de
estudar casos familiais, possibilitou demonstrar seu papel na etiologia da SN.
Recentemente, dois estudos empregando diversos modelos funcionais
comprovaram o papel do gene LZTR1 como um regulador da ubiquitinacdo da
proteina RAS (Bigenzahn et al., 2018; Steklov et al.,, 2018). Dentre os genes
descritos pela técnica do NGS, o gene RIT1 destaca-se pela sua frequéncia nas
casuisticas estudadas, sendo atualmente considerado como um dos principais
genes associados a SN, responsavel por aproximadamente 5% dos casos, atras dos
genes PTPN11 (aproximadamente 50% dos casos), SOS1 (18%) e RAF1 (11%)
(Kouz et al., 2016). Em 2018, Johnston et al. estudaram uma casuistica composta de
12 familias, com ou sem consanguinidade, com recorréncia da SN em irmaos, cujos
pais eram fenotipicamente normais, compativel com um padrdo de heranca
autossémico recessivo. Nestas familias, os afetados pela SN possuiam variantes
bialélicas em LZTR1, tanto do tipo missense, como também variantes de perda de
funcdo. Uma das explicacdes aventadas pelos autores sugere que 0 mecanismo
pelo qual o fendétipo pode se expressar com a presenca de variantes em uma ou
duas copias do gene seria aquele no qual haveria uma reducdo funcional da
proteina abaixo de 50%, seja por um efeito dominante negativo, no caso de uma
Gnica variante, seja pela presenca de um alelo de perda de funcdo e outro
hipomorfico, no caso de variantes bialélicas. A presenca de duas variantes de perda
de funcdo no camundongo é incompativel com a vida, o que parece também ser o
caso no ser humano. Como alternativa, a posi¢cdo da variante no gene poderia

explicar a necessidade de uma ou duas variantes para a expressao do fenotipo. A
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descoberta de raros casos de SN compativeis com um padrdao autossdémico
recessivo tem implicacdes claras para o aconselhamento genético, particularmente
em casos isolados em familias sem consanguinidade, uma vez que, caso se
comprove a presenca de variantes bialélicas, o risco de recorréncia para 0s
genitores desta crianca passa a ser de 25%. Este risco é substancialmente maior
que aquele fornecido para os genitores de um individuo com a SN e variante em
apenas uma copia do gene. Nesta eventualidade, o risco é menor que 1%, levando-
se em consideragao a possibilidade de um mosaicismo gonadal, o que foi reportado
raramente na sindrome (Elalaoui et al., 2010). Por outro lado, para o individuo
afetado pela SN portador de uma variante em heterozigose, o0 risco para a sua prole
é de 50%.

Tabela 2: Caracterizacao clinica e genética da SN e das SRSN. Aoki et al., 2016;
Gripp et al., 2016; Tydman & Rauen, 2016; Martinelli et al., 2018.

Sindrome Principais manifestacbes = Anormalidade genética
clinicas Genelloco
Sindrome de Noonan Baixa estatura; PTPN11-12924.1;
(SN) dismorfismos faciais; S0OS1-2p22.1;
OMIM 163950 pescoco curto e/ou alado; RAF1- 3p25.1;
deformidade toracica; KRAS-12p12.1:
cardiopatia congénita; NRAS - 1p13.2;
”deficié.r,lcia intelectu:ill . RRAS - 19q13.33;
variavel; diatese hemorragica.
BRAF-7q34;
MAP2K1-1522.31;
RIT1 - 1022;
RASA2 - 3¢g23

A2ML1 — 12p13.31
SOS2 - 14G21.3;
LZTR1 - 22q11.21
CDC42 - 1p36.12

Manchas lentiginosas, PTPN11-12g24.1,
Sindrome de Noonan alterag(”)e.s RAF1- 3p25.1;
com multiplas lentigines eletrocardiograficas de BRAF-7q34
(SNML) conducéao, hipertelorismo
ocular, estenose pulmonatr,
OMIM 151100

alteracdes na genitdlia, baixa
estatura e surdez.




Sindrome de Costello
(SC)
OMIM 218040

Cabelos encaracolados e
esparsos, peso elevado ao
nascimento, face com tragos
grosseiros, papiloma
perinasal, hiperpigmentacéo
cutanea difusa; deficiéncia
intelectual

HRAS-11p15.5

Neurofibromatose tipo 1
(NF1)
OMIM 162200

Sindrome de Legius

Lesbes cutaneas
hiperpigmentadas (manchas
café com leite, efélides
axilares e inguinais),
neurofibromas plexiformes/
subcutaneos; glioma do nervo
Optico; anomalias
esqueléticas especificas,
como o encurvamento da tibia
com ou sem pseudoartrose e
dificuldade de aprendizagem,
predisposicdo maior a
tumores

LesoOes cutaneas

NF1- 17ql11.2

SPRED1 - 15q14

(SL) hiperpigmentadas (manchas
OMIM 611431 cgfe cgm leite e efelld.e§),
dismorfismos faciais,
macrocefalia, dificuldade de
aprendizagem ou déficit de
atencao, lipomas
Sindrome Baixa estatura; BRAF-7934;

cardiofaciocutanea
(CFC)
OMIM 115150

anormalidades ectodérmicas;
cardiopatia congénita;
deficiéncia intelectual
variando de moderada a
grave e caracteristicas faciais
semelhantes a SN

MAP2K1-15q22.31;
MAP2K2 - 19p13.3;
KRAS- 12p12.1;

Sindrome Noonan-like
com cabelos anagenos
frouxos

(SNLCAF)
OMIM 607721

Cabelos lisos e de
crescimento lento;
caracteristicas faciais
semelhantes a SN; baixa
estatura; cardiopatia,
principalmente da valva
mitral; macrocefalia relativa e
malfromacé&o de Chiari

SHOC2 - 10925.2;
PPP1CB - 2p23.2

18
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1.6.Sequenciamento de Nova Geracdo — Teste diagndstico na SN

O estudo conjunto dos diferentes genes associados as SN confere uma
positividade ao redor de 70-80% dos casos, mostrando que ainda ndo ha um
conhecimento completo das bases moleculares na sindrome. (Aoki et al., 2016).

O sequenciamento direcionado (targeted sequencing) tem uma grande
aplicacdo no caso de doencas monogénicas que apresentam grande
heterogeneidade genética, como é o caso da SN. E comum estes painéis
englobarem todos os genes conhecidos associados as diferentes RASopatias, como
pode ser observado a seguir nos estudos publicados na literatura.

Lepri et al. (2014) utilizaram o sequenciamento direcionado em um casuistica
de seis pacientes com diagnéstico molecular confirmado e quatro controles
negativos para validar a plataforma MiSeq® (Illumina, San Diego, CA) composta
pelos genes PTPN11, SOS1, RAF1, BRAF, HRAS, KRAS, NRAS, SHOC, MAP2K1,
MAP2K2, e CBL. Neste estudo, todos os pacientes com mutacdo prévia foram
corretamente diagnosticados pela nova técnica. Também foram avaliados 80
pacientes com suspeita clinica de alguma RASopatia, sendo encontradas 38
variantes nestes pacientes (47,5%), incluindo os genes PTPN11 (22/38 =58%),
SOS1 (9/38=23%), BRAF (2/38=5%), MAP2K2 (2/38 =5%), RAF1 (2/38=5%) e
CBL (1/38=3%). Uma vez que nao obtiveram resultados falso-positivos ou falso-
negativos, os autores concluiram que esta técnica era uma boa ferramenta
diagnéstica, com boa acuracia e de facil analise.

Bhoj et al. (2016) analisaram os dados obtidos de 126 individuos com
RASopatias, que realizaram NGS para um painel de genes associados a estas
doencas (BRAF, CBL, HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, NRAS, PTPN11, RAF1,
SHOC2, SOS1 e SPRED1) no Children’s Hospital na Filadélfia, Estados Unidos,
entre julho de 2013 e dezembro de 2014. Foram encontradas variantes
consideradas patogénicas em 24 individuos (19%) nos genes PTPN11 (71%), SOS1
(13%), MAP2K (8%) e RAF1 (8%) e variantes consideradas de significado incerto
(VUS) em nove pacientes (6%). Os achados clinicos que foram significativamente
associados a um teste molecular positivo incluem a presenca da estenose pulmonar
ou outra anomalia cardiaca associada e a ptose palpebral.

Em 2016, Cizmarova et al. avaliaram 51 individuos na Europa Central de 45

familias com diagnostico de uma RASopatia, 41 deles com caracteristicas da SN.
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Destes, em 22, 19 com o diagndstico clinico da SN e 3 com cardiofaciocutaneo, o
sequenciamento por um painel de genes (PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, BRAF,
NRAS, HRAS, MAP2K1, MAP2K2, SHOC2, CBL, SPRED1 e NF1) foi realizado e no
restante, sequenciamento tradicional de Sanger. A positividade total na casuistica foi
de 69% (35/51), sendo cinco deles diagnosticado por NGS.

Em 2018, Tafazoli et al. avaliaram 15 pacientes iranianos com diagnostico
clinico de uma RASopatia e, apos realizaram sequenciamento tipo Sanger para o
gene PTPNL11, prosseguiram a investigacdo com um painel contendo os seguintes
genes: A2ML1, BRAF, CBL, HRAS, KRAS, MAP2K1, MAP2K2, NRAS, PTPN11,
RAF1, RIT1, SHOC2, SOS1 e SPRED1. Quatro individuos apresentavam variantes
em heterozigose no gene PTPN11 (3 deles com a variante mais comum na SN,
p.N308D), 2 em SOS1, 1 em KRAS e CBL. Todas as variantes eram de novo, com
excecdo da variante encontrada em CBL, herdada da mé&e aparentemente nao-
afetada. Trés variantes sdo novas: p.D155N no gene PTPN11, p.L53W no gene
KRAS e p.[11302V no gene SOS1.

Em 2019, em Singapura, foi empregado o sequenciamento de nova geracgao
para um painel contendo 16 genes (PTPN11, NF1, BRAF, KRAS, NRAS, HRAS,
SOS1, RAF1, SHOC2, CBL, RIT, MAP2K1, MAP2K2, SPRED1 e RASAl) em uma
casuistica de 17 pacientes com SN. Foram encontradas variantes em heterozigose
em 13 deles (76%), sendo 8 no gene PTPN11, 3 no gene SOS1 e 1 no gene RIT1 e
KRAS.

Em alguns raros casos, CNVs envolvendo genes da via de sinalizacdo
RAS/MAPK foram encontradas em pacientes com caracteristicas sugestivas das
RASopatias, embora o fenoétipo ndo fosse tipico. Entre eles, duplicacdes do
segmento cromossémico 12g24.13, incluindo o gene PTPN11, foram encontrados
em pacientes com fenétipo da sindrome de Noonan. Outras duplicacées envolvendo
0os genes SHOC2, RAF1 e MAP2K2, assim como dele¢des englobando os genes
BRAF e MAP2K2 também foram encontradas em pacientes com fenétipos de uma
RASopatia (Tydman & Rauen, 2016).

1.7.Correlaca@o genotipo-fendtipo

Embora né&o haja uma correlacdo genotipo-fenoétipo precisa na SN, algumas

caracteristicas clinicas sdo mais prevalentes em determinados grupos: pacientes
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gue apresentam variantes no gene PTPN11 apresentam uma maior prevaléncia de
estenose pulmonar valvar; o gene RAF1 estid mais associado a miocardiopatia
hipertréfica; no gene SOS1, observa-se uma menor frequéncia de baixa estatura e
deficiéncia intelectual, mas um maior envolvimento ectodérmico e ptose palpebral e
nos pacientes com mutacdes no gene KRAS, o envolvimento cognitivo € maior e
mais frequente (Tartaglia et al, 2002; Pandit et al, 2007; Zenker et al., 2007a,b).

Pacientes com variantes em RIT1 apresentam caracteristicas craniofaciais
compativeis com o diagndstico da sindrome de Noonan, dentre as RASopatias.
Observa-se também uma alta prevaléncia de anormalidades pré e perinatais, como
o aumento da translucéncia nucal, polidramnio, hidropsia fetal e derrames
intracavitarios em aproximadamente 50% dos casos. Anomalias linfaticas apos o
periodo neonatal também podem ocorrer, como linfedema de membros inferiores,
quilotérax, linfangiectasia intestinal. A grande maioria dos pacientes apresenta
anomalias cardiacas e, embora a estenose pulmonar valvar seja a alteracdo mais
frequente, a cardiomiopatia hipertréfica é bastante comum, presente em mais de
40% das casuisticas. J& a presenca de baixa estatura foi observada em 1/3 e a
deficiéncia intelectual/dificuldade escolar em aproximadamente 1/4 dos casos.
Alteracbes ectodérmicas e diatese hemorragica ndo sdo comuns (Yaoiata et al.,
2016; Kouz et al., 2016). Shingo et al (2019) forneceram evidéncias importantes de
gue a mutacdo p.A57G no gene RIT1 causa hipertrofia cardiaca, fibrose e outras
caracteristicas associadas a SN por meio de um mecanismo relacionado a via de
sinalizacdo do AKT. Embora o mecanismo detalhado permaneca desconhecido, este
estudo fornece uma nova perspectiva para o0 tratamento da cardiomiopatia
associada a SN.

Em 2019, Pagnamenta et al. analisaram variantes em LZTR1 em uma
casuistica de 9.624 pacientes que realizaram sequenciamento do exoma por
anomalias de desenvolvimento e em oito casos de pacientes com fendtipo Noonan
ja triados para os genes comuns na sindrome, encontrando 12 individuos com
alteracdes em uma ou nas duas copias do gene LZTR1. Os dados clinicos obtidos
deste estudo, associados aos da literatura, mostraram que a cardiomiopatia
hipertréfica foi descrita em 5/26 (19%) pacientes com variantes em heterozigose em
LZTR1 e em 19/26 (73%) naqueles com variantes bialélicas, sugerindo um aumento

desta cardiopatia na forma autossémica recessiva (Tabela 3).
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Tabela 3: Correlagdo gendtipo-fendtipo entre genes associados a sindrome de

Noonan.
Gene Principais manifestacdes Referéncia
clinicas
PTPN11 Estenose pulmonar valvar Tartaglia et al, 2002a;
Zenker 2004)
RAF1 Cardiomiopatia hipertrofica
kobayashi et al., 2010 e
Pandit et al., 2007
SOS1 Menor frequéncia de baixa
estatura e deficiéncia Tartaglia et al., 2007 e
intelectual, mas um maior Zenker et al., 2007b
envolvimento ectodérmico e
ptose palpebral
KRAS Envolvimento cognitivo é
maior e mais frequente Zenker et al.,2007a

RIT1 Apresentam caracteristicas  Yaoiata et al., 2016; Kouz

craniofaciais compativeis com et al., 2016

o diagndstico da sindrome de

Noonan; anomalias cardiacas
LZTR1 Cardiomiopatia hipertréfica Pagnamenta et al., 2019)

(variantes bialélicas)



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pagnamenta%20AT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30859559
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo Principal

Avaliar as caracteristicas clinicas e as bases moleculares responsaveis pela

sindrome de Noonan e sindromes relacionadas a sindrome de Noonan

(RASopatias).

2.2.0bjetivos Especificos

1. Identificar variantes raras em genes da via RAS/MAPK ja associados as

RASopatias.

2. ldentificar novo(s) gene(s) que possa(m) ser responsavel(is) pelas
RASopatias.

3. 3. Estabelecer uma associacdo entre o gendtipo e o fendtipo nas

RASopatias.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1.Casuistica

Foram incluidos 104 pacientes com diagnostico clinico inicial de uma
RASopatia: 87 com diagnostico da SN, 10 com CFC, 4 com Costello, 2 com SNLLAH
(Tabela 4 e 5).

Individuos com SN vém sendo avaliados quanto a presenca de uma alteracéo
génica desde 2002 na Unidade de Genética do Instituto da Crianca, logo apés a
descoberta do primeiro gene responsavel pela sindrome. Com o passar dos anos e
a descoberta de novos genes associados as RASopatias, 0 sequenciamento de
Sanger continuou a ser realizado em regides de hotspots dos genes, particularmente
para individuos com SN. Em 2012, foi possivel avaliar individuos pelo
sequenciamento de nova geragado na tentativa de contribuir para a identificacéo de
novos genes responsaveis pela SN. Desta forma, parte da casuistica incluida no
presente estudo ja estava em acompanhamento no Ambulatério de Genética do
Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, alguns com uma analise molecular parcial através do
sequenciamento tradicional de Sanger (genes PTPN11, SOS1, KRAS, RAF1), mas
ainda sem identificacdo da variante responsavel pelo seu fenétipo e outros foram
incluidos no sequenciamento do exoma realizado em 2012 para identificacdo de
genes novos. Estes pacientes foram reanalisados para avaliacdo dos genes ja
associados as RASopatias até 0 momento presente. Os pacientes novos incluidos
neste estudo ndo apresentavam estudos moleculares prévios.

A avaliacao foi realizada através de uma historia clinica, de um exame fisico
completo e exames complementares para avaliacdo de achados observados nas
RASopatias: ecocardiograma e avaliacdo da hemostasia sanguinea. Baixa estatura
foi definida como uma medida abaixo do percentil 5 no grafico de altura-idade
elaborada pelo Center for Disease Control and Prevention - CDC:
http:www.cdc.gov/growthcharts.

O diagnostico clinico dos pacientes com hipotese clinica inicial da SN foi
baseado nos critérios clinicos estabelecidos por van der Burgt et al. (1994) (Tabela
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4). Se o individuo preenchia os critérios clinicos, foi considerado como tipico. Caso

nao preenchesse, o caso foi considerado atipico.

Tabela 4: Critérios de diagndstico da SN (Van der Burgt et al , 1994).

Caracteristicas A= Maior B= Menor
Clinicas
Face Tipica Sugestiva
Coracao EPV e/ou ECG tipico Outro defeito cardiaco
Estatura <3° percentil <10° percentil
Térax

Historia familiar

Outros

Pectus carinatum/

excavatum

Parente de 1° grau com

Diagnostico definitivo de SN

Presenca de: déficit intelectual +

criptorquidia + displasia linfatica

Toérax Largo

Parente de 1° grau com
Diagnostico sugestivo de
SN

Presenca de: déficit
intelectual ou

criptorquidia ou
displasia linfatica

O individuo € considerado afetado pela SN, se apresentar o critério maior faceis

tipico associado a mais um critério maior ou dois menores. Se o facies for sugestivo

(critério menor), ha necessidade da presenca de mais dois critérios maiores ou trés

menores.
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Tabela 5: Pacientes com hip6tese diagndstica de uma RASopatia incluidos neste estudo.

Familia/Probando Registro Género Data de nascimento Data la avaliacdo Hipoétese clinica inicial Critérios de van

der Brugt et al. 1994

1 CC722 30/12/1986 26/09/1994 Noonan T

2 CC1169 14/05/2002 25/09/2003 Noonan T
F11963-

3 1 14/09/2016 11/09/2018 Noonan T

4* CC4902 25/04/1991 18/06/2008 Noonan T
F11868-

5.1% 1 03/11/2011 27/07/2018 Noonan T

6 F9755-1 29/11/2010 11/07/2014 Noonan T
F12100-

7 1 09/01/2016 11/01/2019 Noonan T

8** CC726 01/07/1996 28/01/1999 Noonan T
F10838-

9 1 23/09/2014 16/06/2016 Noonan T
F11391-

10 1 10/12/2001 15/07/2016 Noonan T

11 CC5458 23/03/2009 05/09/2011 Noonan T

12 CC5407 19/03/2007 01/11/2011 Noonan T
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14

15

16

17

18.1*

19.1*

20%*

21

22

23

24

25

26

F11621-
1

F12101-
1

CC2016

F11962-
1

CC5680

F11303-
1

F10782-
1

CC5657

CC5530

F11276-
1

CC1158

CC3770

CC4388

F12047-
1

31/12/2015

05/08/2015

13/07/1999

20/05/2003

22/03/2012

29/08/2016

04/09/1999
29/01/2002

30/03/1988

31/01/2013
17/12/1985
17/08/1988

07/01/2005

13/08/2016

26/05/2017

11/01/2019

12/09/2004

11/09/2018

08/02/2013

03/03/2017

05/09/2014
26/11/2012

28/05/2012

27/01/2017
18/07/2002
11/10/2005

09/11/2006

14/12/2018

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

=4 4 4 +
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28

29

30

31.1%

32

33

34

35

36

37.1%

38

39

40

CC5608

F11541-
1

F11869-
1

CC5746

F10785-
1

F10286-
1

F10303-
1

F10577-
1

CC5661

F10167-
1

CC5100

CC4602

F11444-
1

CC883

19/06/2009

04/10/2013

10/01/2015

07/11/2013

20/04/2016

04/03/2003

24/12/2014

26/05/2010

18/09/2012

01/06/2015
30/06/1986

02/10/2000

04/11/2011

18/09/1998

14/09/2012

02/10/2017

27/07/2018

02/10/2014

09/03/2017

10/02/2015

26/09/2016

28/05/2015

18/12/2012

14/08/2015
31/10/1991

18/11/2002

19/06/2017

01/07/1999

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Costello

Noonan

CFC

Noonan

Noonan

AT

AT
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42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

F10275-
1

F10280-
1

F10178-
1

F9713-1

CC2492

CC893

F11874-
1

F11620-
1

F11108-
1

CC5731

F9186

CC5059

F11961-
1

F10261-
1

04/02/2003

24/08/2011

27/11/2013
26/09/2011
24/05/1995

10/09/1989

23/09/2007

18/03/2003

18/07/2012
24/12/2009
26/02/2008

16/04/2009

20/01/2017

20/06/2002

29/09/2015

10/06/2015

17/07/2015
19/09/2014
03/07/2005

05/09/1991

17/06/2008

14/07/2017

26/05/2014
06/10/2011
25/04/2014

02/07/2019

11/09/2018

22/09/2015

SNLLAH

Costello

Costello
Costello
Noonan/CFC

CFC

Noonan/CFC

noonan

CFC
Noonan/CFC
CFC

Noonan

CFC

CFC/Costello

29
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56

57

58.1%*

59.1%*

60

61

62.1

63.1

64

65

66

67

68

69

11839-1

CC5105

CC5088

F10159-
1

F12102-
1

CC5072

CC5217

F11522-
1

F10557-
1

CC5114

CC5305

CC1471

F11994-
1

F10600-
2

CC2207

< X X X

23/03/2007
26/09/2005

08/05/2008

23/10/2009

24/06/2013
22/11/2002

11/10/2004

06/12/2016

17/03/2005
20/07/1999
09/11/2007

17/09/2003

12/10/2012

21/01/2001

24/12/2004

10/10/2013
07/02/2009

15/07/2009

31/08/2011

11/01/2019
07/06/2009

10/10/2008

12/09/2017

03/10/2008
01/10/2009
26/11/2009

29/07/2004

19/10/2018

10/07/2004

20/01/2005

CFC
NF1

NF1

NF1/Noonan

NF1
Noonan/anomalias vascular

Noonan

Noonan

Noonan
Noonan
CFC

Noonan

SNLLAH

CFC

Noonan

30

AT

AT



70

71

72**

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

84

85

86

87

3682

3324

1547

1246

5260

5200

1264

962

5198

5284

4051

4621

963

5097

5299

5119

5064

3533

< < < | il =< =< =< s

n

< X X X K

24/12/2003
26/09/1990
14/06/1995
15/11/2000
23/02/2005
17/06/2009
21/01/1980
31/01/2002
26/12/2008
15/01/2004
14/10/1991
07/03/2001
07/10/1991
21/08/2005
10/07/1995
19/03/2003
20/03/2004

05/04/2005

03/08/2005
19/02/2004
27/05/2004
31/03/2001
29/07/2010
19/04/2010
05/01/2006
05/12/2002
19/04/2010
01/10/2004
16/03/2006
17/01/2007
21/11/2002
10/08/2009
15/10/2010
09/11/2009
28/08/2008

04/08/2005

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

CFC

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

AT

AT

AT

AT
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89

90

91

92

93

94

95

96

97

98

99

100

101

102

103

104

884

804

5120

5071

5308

3546

1980

4565

5035

1155

5188

4996

1413

5744

5336

F11870-1

5747

n

< £ X X X X X X X X X X x x

07/11/1991
17/05/1991
04/01/1993
02/07/2003
15/04/1994
23/02/2004
25/08/2000
01/08/1997
02/01/2007
22/12/2002
14/09/2007
19/04/2007
22/11/1994
04/05/2011
18/08/2000
11/05/2015

07/12/2000

03/03/1998
23/05/2002
29/01/2009
08/06/2009
15/02/2001
22/08/2005
25/11/2004
02/02/2006
18/02/2009
22/03/2003
09/12/2009
26/11/2008
27/08/2001
26/07/2013
16/12/2010
02/09/2016

28/11/2013

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

CFC

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

Noonan

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT

AT
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3.2.Aspectos Eticos

Os pacientes foram incluidos nesse projeto de pesquisa apés a assinatura,
pelo préprio paciente ou por seu representante legal, do termo de consentimento
livre e esclarecido aprovado pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPesq) n° 0843/08 e Plataforma Brasil (CAAE:
87552118.6.0000.0068), com inclusdo da aluna pela Comissao em carta datada de
25/09/2012.

3.3.Métodos

As técnicas empregadas neste estudo incluem particularmente o
sequenciamento de nova geragado e o sequenciamento tradicional de Sanger, como
complementacdo. Os experimentos envolvidos nesse projeto foram realizados no
Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de Biociéncias da Universidade
de Séo Paulo. O sequenciamento de nova geracdo foi implementado neste Centro
em 2012, sendo, portanto, um laboratério com experiéncia e validacdo das técnicas

empregadas.

3.3.1. Extracdo do DNA gendbmico de linfécitos periféricos

As amostras de DNA gendmico foram obtidas a partir de leucécitos de sangue
periférico dos pacientes e familiares selecionados.

Para as amostras coletadas até 2012, o DNA foi extraido através da técnica
proposta por Miller; et al, 1988. A partir de 2012, as amostras foram processadas por
uma extracdo automatica QIAsymphonycom o kit de extracdo de DNA da propria
Qiagen (Qiagen, Hilden, Alemanha).

A quantificagdo e avaliacdo da pureza do DNA das amostras foi realizada no

aparelho NanoDrop (Thermo Fischer Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA).
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3.3.2. Sequenciamento de Nova Geragao NGS

O sequenciamento de nova geracdo nos probandos foi realizado ou
utilizando-se um painel de genes associados as RASopatias ou pelo
sequenciamento do exoma, a depender da disponibilidade do laboratério, utilizando-
se as plataformas MiSeq (painel de genes) e HiSeq (sequenciamento do exoma) da
lllumina (Illumina, San Diego, Califérnia, EUA).

Os genes incluidos no painel a partir de 2014 para as RASopatias foram:
BRAF, CBL, HRAS, KRAS, LZTR1, MAP2K1, MAP2K2, NF1, NRAS, PTPN11,
RAF1, RIT1, SHOC2, SOS1, SOS2 e SPRED1 (Tabela 6).

Tabela 6: Genes incluidos no painel para as RASopatias e suas taxas de cobertura

respectivamente.
Cobertura
Gene >10x (%) >20x (%)
BRAF 99,99 99,53
CBL 100 100
HRAS 100 100
KRAS 100 100
LZTR1 99,99 99,96
MAP2K1 100 99,87
MAP2K2 100 100
NF1 100 99,6
NRAS 100 100
PTPN11 100 100
RAF1 100 99,86
RIT1 100 100
SOCH2 100 99,8
S0s1 100 99,95
50S2 99,95 99,63

SPRED1 100 100
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A fragmentacdo do DNA foi realizada inicialmente via ultrassom com uso de
sonicador Covaris (Covaris, Inc., Woburn, Massachusetts, USA) e, apés 2012, por
método enzimatico.

Para o preparo das bibliotecas foram seguidas as recomendagdes dos Kkits
fornecidos pelos fabricantes. Para os kits da empresa lllumina, as amostras foram
preparadas em lotes de 12 e no caso do sequenciamento do exoma para a empresa
Agilent, as amostras foram preparadas individualmente e posteriormente agrupadas.
Os kits de captura utlizados para o sequenciamento de painel foram
majoritariamente um kit lllumina Nextera XT customizado com aproximadamente 500
genes de interesse clinico (sendo 16 para RASopatias) e o kit lllumina TruSightOne
expanded (6700 genes de interesse Clinico — lllumina). Os kits de captura utilizados
para o sequenciamento do exoma variaram ao longo do tempo, sendo o principal o
lllumina Nextera Rapid Capture Expanded Exome Kit, com 62Mb de regido alvo,
incluindo todos os exons codificantes e regifes nao-traduzidas (UTRs) dos genes
incluidos no RefSeq. Em algumas ocasifes o kit lllumina TruSeq exome enrichment
(com regido alvo de 45Mb, que néo inclui UTR) e, apdés 2016, o kit Agilent
SureSelect Human All Exon V6 (com regido alvo de 60Mb) também foram
empregados.

As amostras foram entdo quantificadas pelo kit High Sensitivity DNA Analysys
do Bioanalyser (Agilent Technologies, Santa Clara, Califérnia, EUA), e porgPCR no
instrumento LightCycler 480 (Roche - F. Hoffmann—La Roche AG, Basileia, Suica),
utilizando kits da empresa Kapa, KAPA SYBR FAST (Kapa Biosystems, subsidiaria
da Roche - F. Hoffmann-La Roche AG Basileia, Suica), diluidas para 4nM e
injetadas na quantidade de 17 a 20pMol nos sequenciadores lllumina para a etapa
de clusterizagéo.

As amostras foram sequenciadas de acordo com o0s protocolos de
sequenciamento da empresa lllumina para obter sequéncias pareadas (paired-end)
de tamanho 100x100 a 300x300 pares de bases (lllumina — TruSeq library
preparation, TruSeq exome enrichment, TruSeq custom enrichment, Nextera Rapid
Capture Expanded Exome Kit, Agilent SureSelect Human All Exon V6, MiSeq
sequencing by synthesis, HiSeq sequencing by synthesis, Paired-End Cluster
Generation). A clusterizacdo das amostras corridas no MiSeq ou HiSeq modo ‘Rapid’

foi realizada no préprio sequenciador, enquanto a clusterizacdo das amostras de
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sequenciamento do exoma realizadas no HiSeq modo ‘High Output’ foi realizada no
cBot (robb de clusterizacdo da propria lllumina).

Na etapa da analise de bioinformatica, as sequéncias geradas foram
transformadas no formato fastq pelosequenciador ou em servidores com software
disponibilizado pela empresa fabricante da maquina de sequenciamento (lllumina
Bcl2Fastg — HiSeq). Essas sequéncias foram alinhadascom softwares bwa (Burrows-
Wheeler-Aligner) ou bwa-mem (Li & Durbin, 2009) com a referéncia humana hg19,
gerando arquivos SAM (Sequence Alignment Map). A conversao de SAM paraBAM
(Binary Alignment Map) foi feita com o] programa picard
(http://broadinstitute.github.io/picard), sendo marcadas as sequéncias provavelmente
geradas por duplicatas de PCR (mark duplicates). A identificacdo de variantes de
ponto e insercdes/delecdes foi realizada com o programa Haplotype Caller do pacote
GATK (Genome Analisys Tool Kit) do instituto Broad (McKenna et al., 2010), o qual
permite realinhamentos e recalibracdes da qualidade das bases sequenciadas. As
variantes encontradas foram disponibilizadas em um arquivo do tipo Variant call
format — VCF —, anotadas com o programa Annovar (Wang et al., 2010), com dados
publicos de ferramentas bioldgicas e dados populacionais para posterior anélise em

planilhas de Excel.
3.4.Critérios para analise das variantes
A analise no NGS (painel ou sequenciamento do exoma) foi direcionada
inicialmente para os genes da via RAS/MAPK ja associados as RASopatias,
seguindo os seguintes critérios na filtragem das variantes de ponto e pequenos indel

gendmicos em cada paciente:

1. Variante ndo-sindnima com frequéncia alélica em populacfes controles menor ou

igual a 1%

1.1. Exac: http://exac.broadinstitute.org/

1.2. Gnomad: https://gnomad.broadinstitute.org/

1.3. Populacdo brasileira — Arquivo Brasileiro Online de Mutagodes:

http://abraOM.ib.usp.br

2. Ferramentas in silico disponiveis de forma gratuita na web para avaliar o impacto

de uma variante em seu produto protéico. Foram considerados os resultados que


http://exac.broadinstitute.org/
https://gnomad.broadinstitute.org/
http://abraom.ib.usp.br/
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sugerem dano a proteina em regibes conservadas evolutivamente, com
concordancia na maioria das seguintes ferramentas:

2.1. Mutation Taster: http://www.mutationtaster.org/

2.2. Sift: https://sift.bii.a-star.edu.sg/

2.3.Likelihood ratio test — LRT

2.4.Deep neural network (DNN) algorithm — DANN

2.5. Genomic Evolutionary Rate Profiling — GERP

3. Presenca de uma variante em heterozigose para o padrdo de heranca
autossOmico dominante e duas variantes em heterozigose composta ou
homozigose para o padrdo de heranca autossémico recessivo (no caso do gene
LZTR1).

As variantes encontradas foram classificadas de acordo com critérios
propostos da ACMG de acordo com os quadros 1 e 2. Destas, foram consideradas
variantes causativas do fenoétipo aquelas classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas.

Foram consideradas variantes novas, nao reportadas anteriormente, aquelas
ausentes nos bancos de dados publicos: Clinvar
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/clinvar/) e The Human Gene Mutation Database —
HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/).

Nos casos nao-tipicos para uma RAsopatia, nos quais nenhuma variante foi

encontrada nos genes associados, andlise de variantes consideradas patogénicas
ou provavelmente patogénicas, ja associadas a outros fenétipos mendelianos, foram
consideradas como possiveis responsaveis pelo fenétipo e as caracteristicas
clinicas reanalisadas.

Em dois casos isolados e sem consanguinidade (F10557-1 e F10600-2), ap6s
a realizacdo do exoma do probandos e sem identificacdo de uma variante que
pudesse explicar o fenotipo destes individuos, foi realizado o exoma dos genitores,
para auxiliar a filtragem de variantes de novo ou em heterozigose composta nos
probandos, na tentativa de identificar genes novos responsaveis por uma
RASopatia.


http://www.mutationtaster.org/
https://sift.bii.a-star.edu.sg/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
http://www.hgmd.cf.ac.uk/

Quadro 1: Classificacdo de variantes segundo os critérios* da ACMG 2015**

Patogénica

1 Muito Forte (PVS1) E = 1 Forte (PS1-PS4) OU
=2Moderada (PM1-PM6) OU

1Moderada (PM1-PM6) E 1 Suporte (PP1-PP5) OU
=2 Suporte (PP1-PP5)

>2Forte (PS1-PS4) OU

1Forte (PS1-PS4) E =23 Moderada (PM1-PM6) OU
2Moderada (PM1-PM6) E =2 Suporte (PP1-PP5) OU
1 Moderada (PM1-PM6) E 24 Suporte (PP1-PP5)

Provavelmente Patogénica

1Muito Forte (PVS1) E 1 Moderada (PM1-PM6) OU
1Forte (PS1-PS4) E 1-2 Moderada (PM1-PM6) OU
1 Forte (PS1-PS4) E 22 Suporte (PP1-PP5) OU
=3Moderada (PM1-PM6) OU

2Moderada (PM1-PM6) E 22 Suporte (PP1-PP5) OU
1 Moderada (PM1-PM6) E 24 Suporte (PP1-PP5)

Benigna
1 Suficiente por si s6 (BA1) OU
22 Forte (BS1-BS4)

Provavelmente Benigna
1 Forte (BS1-BS4) E 1 Suporte (BP1-BP7) OU
>2Suporte (BP1-BP7)

Variante de Significado Incerto/Indeterminado
(Variant of Unknown/Uncertain Significance) (VUS)

Nenhum dos acima
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Quadro 2: Classificacdo de variantes segundo os critérios* da ACMG 2015**

Benigna | Patogénica
“Suncionte rorte Suporte | Suporte Moderada Forte Multo Forte
por sl 8o coa oo
Dados MAF (minor MAF multo alto para Ausento Nos bancos Pravalénclianon
Fopulacio- e doenga 451 00 e dados atetados
nats queney) observagionos populacionaie P2 estatsticamente
% em caontroles Inconsistente malor gue nos
controles coma p_h%pyjn_cj_g_da controlen PS54
BAt doanga HE2
Dadon Mutiplon praogramas de Mutiplon programag Minnanse nunca Troca de menmo Variante
Q%mpm prod Q. oM ylicoaugeram da mnm\;.‘m ngllice doscritano mesmao amindcido gque em pradita como
l',\g_ft que ndo hi impacto no pugeram aue ne resiauo de Umavarane i nulaemum
Praditivos geneiprotaina 804 uloito deletérnono armindcido de urm estabelecidn como gene onde
gene/protaing H49 vartante missanse |4 patogdnica 51 perda do
Misaenae emum gene onde petabelecida coma fungho &
apanaﬂr%{yﬂm& cauna patogdnica FMS sabldamente
doenga 87 mecanismo
Varignte allerm o de doenca
Aindnimasaem predigho de comprimeno da PVSY
alterar gplicing 7 proteing Mg
Dados Entudc 'U!{S&JQD e nem Estudan funclonaim
Funclionals 0s ;ﬁg‘; B NAG bem-estabelecidon
montram R.‘!I.ai‘. da maostram efeito
fungho H55 deletério P53
Dados do ag;pg%%sm,a coma LQ:-R0GLQACHD O
fegregacho faenea B dosncanm miliplos | Aumento dos dados He segregaciio
afetadon P
>
Dados Diw novo (8EM Do novo
De novo paternidade o (paternidade o
matermidado matermnidace
confirmadons ) PME confirmadon) P52
Dadon Qunervada am trana com Mara doongan
Aldlicon umavariante dominante 872 roconsivans
colectada smitrans
Observada em glg comuma COm umavanante
varante patogénica /2 patogdnica Mar
gy%[gb! Fonte confidvel (dados Fonte conflilvel «
atabases privados) = banigno BFo patogdnico FES
gygm,o_ ldentificada amum cano com Fendlipo do pacients
ados uma cauna alternativa aon ou familla especitico
para o gene P4

*validos para doencas monogénicas de penetrancia completa

**adaptado de Richards et al., 2015.
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3.5.Sequenciamento Sanger

Para o sequenciamento tradicional de Sanger de uma regido exobnica
especifica de um determinado gene, foram desenhados pares de primers (forward e
reverse) que flanqueiam esta regido de interesse. Seguiu-se com a amplificacao
pela técnica de PCR, com purificacdo por ExoSAP-IT (Applied Biosystems, Thermo
Fischer Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA). Para a reacdo de sequenciamento
propriamente dita utilizou-se oBigDye Terminator (Applied Biosystems, Thermo
Fischer Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA), seguida de purificacdo final em coluna
de silica. O produto foi entédo injetado no sequenciadorABI3730 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Thermo Fischer Scientific, Carlsbad, Califérnia, EUA) para
posterior andlise pelo software Sequencher(Gene Codes Corporation, Ann Arbor,
Michigan, EUA).

Esta técnica foi empregada para:

1. Avaliacdo de variantes no gene HRAS, por ser um gene pequeno,
com concentragdo das variantes no éxon 2 e pelo fenoétipo ser mais
homogéneo, na maioria das vezes.

2. Avaliacdo da segregacao da variante em familiares, desde que fosse
possivel obter esse material: presenca da mesma variante em
heterozigose naqueles casos que seguem um padrdo autossomico
dominante e com fendtipo de uma RASopatia; auséncia da variante
nos genitores em casos ndo familiais, mostrando ser um evento de
novo; identificacdo de apenas uma variante em cada genitor naqueles
casos com um padrdo de heranga autossdomico recessivo.

3. Na complementacao de regides de interesse ndo cobertas pelo NGS
avaliadas através da ferramenta de visualizacdo Integrative Genomics
Viewer (IGV).

O estudo do array genbémico foi realizado em um paciente (F10600-2) para
confirmar uma CNV detectada pelo software XHMM em uma reanalise dos dados
gendmicos pelo Prof. Matsumoto, da Okohama City University, Japdo. Este estudo
foi realizado no Instituto de Biociéncias no qual foi empregada a seguinte técnica:as
amostras de DNA do probando e seus genitores foram hibridadas em uma lamina

180K produzida pela Agilent Technologies, previamente customizada no laboratorio.
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As etapas de fragmentacdo enzimatica, marcacdo com fluoréforos (cy3 ou cy5),
purificacdo, hibridacdo e lavagem da lamina foram feitas de acordo com as
recomendacdes presentes no protocolo da Agilent Technologies. Como controle de
qualidade do experimento, foi usado um valor de DLRS (derivative log ratio spread)
menor ou igual 0.2 e todas as amostras foram testadas duas vezes. O software
Agilent Genomic Workbench 7.0 foi usado para chamada de CNVs, utilizando o
algoritmo ADM-2 (genoma de referéncia GRCh37/hgl9 e filtro de chamada de
alteracdes “DefaultAberrationFilter_v1”, modificando o valor de log2 para um valor
absoluto de 0.3).

3.6. Analise estatistica

Foi realizada uma andlise descritiva de cada caracteristica clinica com os
valores de frequéncia em numero absoluto e relativo. Na comparacdo entre as
frequéncias das variaveis estudadas utilizou-se o teste exato de Fisher, tendo sido
adotado um nivel de significancia de 5%. Para a realizacdo das analises foi utilizado
o software MedCalc versdo 17.9.2. Incluiu-se na andlise, além da casuistica atual,
dados clinicos e moleculares de individuos previamente avaliados na Unidade de

Genética do Instituto da Crianca.
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4. RESULTADOS

4.1.Andlise de pacientes atraves da plataforma Illlumina

Foram avaliados 104 pacientes, 68 do género masculino e 36 do feminino,
com uma hipétese diagnostica de uma RASopatia, particularmente a sindrome de
Noonan. Em alguns pacientes (CC893, F11620-1, F11108-1, CC5105), os dados
clinicos ndo permitiram realizar uma diferenciacdo precisa entre a sindrome de
Noonan e sindrome de CFC ou Costello.Outros diagndsticos de RASopatias
incluiram a sindrome CFC (10 individuos), Costello (4), sindrome Noonan-like com
cabelos anagenos frouxos (2), neurofibromatose tipo | (4). Um individuo apresentava
caracteristicas faciais da sindrome de Noonan associado a anomalias vasculares
(probando da familia 61).

Para os 79 pacientes com diagnaéstico clinico inicial da sindrome de Noonan,
a aplicacéo dos critérios clinicos propostos por van der Burgt et al. (1994) permitiu
classificar 54 deles como casos tipicos (aqueles que preenchiam os critérios
clinicos) e 25 como atipicos (Tabela 5).

Variantes pontuais em heterozigose, classificadas como patogénicas ou
provavelmente patogénicas, em genes da via RAS/MAPK associados as RASopatias
foram encontradas em 59 probandos (57%) e seis parentes afetados, com a
seguinte distribuicdo: 28 em PTPN11, 2 em SOS1, 2 em RAF1, 2 em RIT1, 3 em
NRAS, 2 em KRAS, 4 em HRAS, 7 em BRAF, 2 em MAP2K1, 2 em MAP2K2, 3 em
NF1, 1 em RASAl e 1 em PPP1CB. Trés variantes eram novas, nhao reportadas
anteriormente, encontradas nos genes NF1 (CC5088 e F10159-1) e MAP2K2
(F11839-1). Esta ulitma variante foi avaliada nos genitores e mostrou ser um evento
de novo no probando. A variante missense no gene NF1 (c.4158T>G) segrega com
o fenodtipo nos familiares avaliados (familia F10159-1). Trés variantes foram
classificadas como de significado incerto nos genes SOS1 (F10785-1), NF1
(F12102-1) e LZTR1 (F11522-1). Os dois primeiros casos eram familiais e a variante
segregava com o fenotipo apenas no gene NF1. Por outro lado, a variante em
LZTR1 estava presente na genitora considerada néo afetada pela SN.

Com excecéao de dois irméos afetados pela sindrome de Noonan, de pais sem

a variante, cuja explicacdo decorre de serem gémeos provavelmente monozigoéticos
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(familia 19), os casos familiais apresentavam uma transmisséo do fenétipo vertical,
compativel com um padréo de heranca autossémico dominante.

A grande maioria das variantes encontradas era missense. Variantes de
perda de funcéo foram observadas em trés casos: uma variante nonsense em NF1 e
duas variantes do tipo frameshift em NF1 e RASALl. Em quatro pacientes (CC5744,
CC5530, CCbh336, F11962-1) com uma hipétese clinica da SN e sem variantes
patogénicas ou provavelmente patogénicas em genes da via RAS/MAPK, a analise
pelo IGV mostrou uma cobertura ndo satisfatoria do éxon 8 do gene PTPN11.
Posteriormente realizou-se 0 sequenciamento Sanger, possibilitando a identificacéo
da variante no residuo p.Asn308 nos pacientes CC5530 e F11962-1 (Figura 6 e 7).

Nos pacientes com SN e classificados como tipicos, a positividade do
sequenciamento foi de 73% (40/55), bem superior ao observado nos casos atipicos
(12,5%).

O estudo molecular permitiu estabelecer um diagndstico mais preciso de uma
RASopatia, diferindo da suspeita clinica inicial, em seis casos (F11276-1 (SN para
SNML), CC4602 (CFC para SN), F10167-1 (SC para SN), CC883 (SN para CFC),
F10275-1 (SNLLAH para SC), CC5059 (SN para CFC).

Em quatro casos isolados, em familias sem consanguinidade, foram
encontradas variantes em genes associados a outros fenotipos mendelianos:
variante em heterozigose em ACTB, responsavel pela sindrome de Baraitser-Winter
(OMIM 243310); KAT6A e PACS1, associados a retardo mental 32 (OMIM 616268) e
17 (OMIM 615009), respectivamente, e variantes em heterozigose composta em
DPH1, responsaveis pela sindrome de atraso de desenvolvimento, com baixa
estatura, dismorfismos faciais e cabelos esparsos (OMIM 616901) (figuras 8, 9, 10 e
11). Em um paciente com fenétipo de uma RASopatia associado a deficiéncia
intelectual acentuada, a andlise por um software para analise de CNVs mostrou uma
microdelecdo de 1,2Mb no cromossomo 19, a qual foi confirmado pelo array
gendmico (tabela 6).

No total, a confirmacéo do diagndstico clinico inicial ou o estabelecimento de
um novo diagnéstico pelo NGS foi obtido em 64 individuos desta casuistica (61,5%).

O exoma do trio em um individuo mostrou a presenca de uma variante de

novo em ACTC1, gene associado anteriormente a alteragdes cardiacas (figura 12).
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Tabela 7: Variantes identificadas em 64 probandos utilizando critério da ACMG pela plataforma illumina.

Familia RG Nucleotideo Proteina Posicéo Exon RefSNP Teste CRITERIOS CLASSIFICACAO | gnomAD ABraOM DANN = GERP | SIFT | LRT @ Mutation
probando (total) (rs) genético ACMG Taster
e
familiares

PTPN11:NM_002834.4

1 CC722 c.172A>C p.(Asn58H | chrl2:g. | 3(16) rs3975075 exoma PM1 + PM2 + PP NA NA D D D D D
is) 1128881 05 PM5 + PP2 + PP3
56 + PP5
2 CC1169 c.178G>T p.(Gly60C | chrl2:g. 3(16) | rs3975075 exoma PM1 + PM2 + PP NA NA D D D D D
ys) 1128881 07 PM5 + PP2 + PP3
62 + PP5
3 F11963-1 c.184T>G p.(Tyr62A chrl2:g. 3(16)  rs1219184 exoma PS3 + PM1 + PM2 PATOGENICA NA NA D D D D D
sp) 1128881 60 +PP2 +PP3 +
68 PP5
4* CC4902 c.181G>A p.(Asp61A | chrl2:g. 3 (16) @ rs3975075 exoma PS3 + PM1 + PM2 PATOGENICA NA NA D D D D D
sn) 1128881 10 +PM5 + PP2 +
65 PP3 + PP5
5.1* F11868-1 c.188A>G p.(Tyr63C | chrl2:g. = 3(16) rs1219184 exoma PS3 + PM1 + PM2 PATOGENICA 0,00001 NA D D D D D
yS) 1128881 59 + PP2 + PP3 +
72 PP5
6 F9755-1 €.214G>T p.(Ala72S chrl2:g. 3(16) @ rs1219184 painel PS1 + PM1 + PM2 PATOGENICA NA NA D D D D D
er) 1128881 53 + PM5 + PP2 +
98 PP3 + PP5
7 F12100-1 c.215C>G p.(Ala72Gl | chrl2:g. 3(16) @ rs1219184 exoma PM1 + PM2 + PP NA NA D D D D D
y) 1128881 54 PM5 + PP2 + PP3
99 + PP5
8** CC726 C.236A>G p.(GIn79Ar | chrl2:g. 3(16) | rs1219184 exoma PS3 + PM1 + PM2 PATOGENICA NA NA D D D D D
9) 1128882 66 + PM5 + PP2 +

20 PP3 + PP5



10*

11

12

13

14

15

16

17*

18.1*

19.1*

F10838-1

F11391-1

CCb5458

CC5407

F11621-1

F12101-1

CC2016

F11962-1

CC5680

F11303-1

F10782-1

C.236A>G

c.417G>C

c.417G>C

c.417G>T

c.854T>C

C.922A>G

€.923A>G

€.923A>G

C.922A>G

C.922A>G

€.922A>G

p.(GIn79Ar
9)

p.(Glul39
Asp)

p.(Glul39
Asp)

p.(Glu139
Asp)

p.(Phe285
Ser)

p.(Asn308
Asp)

p.(Asn308
Ser)

p.(Asn308
Ser)

p.(Asn308
Asp)

p.(Asn308
Asp)

p.(Asn308
Asp)

chrl2:g.
1128882
20

chrl2:g.
1128910
83

chrl2:g.
1128910
83

chrl2:g.
1128910
83

chrl2:g.
1129154
55

chrl2:g.
1129155
23

chrl2:g.
1129155
24

chrl2:g.
1129155
24

chrl2:g.
1129155
23

chrl2:g.
1129155
23

chrl2:g.
1129155
23

3(16)

4 (16)

4 (16)

4 (16)

8 (16)

8 (16)

8 (16)

8 (16)

8 (16)

8 (16)

8 (16)

rs1219184
66

rs3975075
20

rs3975075
20

rs3975075
20

rs1219184
63

rs2893338
6

rs1219184
55

rs1219184
55

rs2893338
6

rs2893338
6

rs2893338
6

exoma

painel

exoma

exoma

painel

exoma

exoma

exoma

painel

Sanger

exon 8

painel

PS3 + PM1 + PM2
+PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS1+ PS3 + PM2
+PP2 + PP3 +
PP5

PS1 +PS3 + PM2
+PP2 + PP3 +
PP5

PS1 + PS3 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PS1 + PS3 + PM1
+ PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS3 + PS4 + PM1
+PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS1 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS1 + PS3 + PM1
+ PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS3 + PS4 + PM1
+PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS3 + PS4 + PM1
+PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS3 + PS4 + PM1
+ PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

NA

NA

NA

NA

NA

0,00001

NA

NA

0,00001

0,00001

0,00001

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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20*

21

22

23

24

25

26

27

28

CC5657

CC5530

F11276-1

CC1158

CC3770

CC4388

F12047-1

CC5608

F11541-1

SOS1:NM_005633.3

29.1

F11869-1

C.922A>G

C.923A>G

€.1391G>C

c.1507G>A

c.1510A>G

c.1510A>G

c.1510A>G

c.1510A>G

c.1510A>G

€.806T>C

p.(Asn308
Asp)

p.(Asn308
Ser)

p.(Gly464
Ala)

p.(Gly503
Arg)

p.(Met504
Val)

p.(Met504
Val)

p.(Met504
Val)

p.(Met504
Val)

p.(Met504
Val)

p.(Met269
Thr)

chrl2:g.
1129155
23

chrl2:g.
1129155
24

chrl2:g.
1129262
58

chrl2:g.
1129268
87

chrl2:g.
1129268
90

chrl2:g.
1129268
90

chrl2:g.
1129268
90

chrl2:g.
1129268
90

chrl2:g.
1129268
90

chr2:9.3
9278343

8 (16)

8 (16)

12
(16)

13
(16)

13
(16)

13
(16)

13
(16)

13
(16)

13
(16)

7(24)

rs2893338
6

rs1219184
55

rs1219184
69

rs3975075
45

rs3975075
a7

rs3975075
47

rs3975075
47

rs3975075
47

rs3975075
47

rs1378528
13

painel

exoma

exoma

exoma

exoma

exoma

exoma

exoma

painel

painel

PS3 + PS4 + PM1
+PM2 + PMS5 +
PP2 + PP3 + PP5

PS1+PM1 + PM2
+PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS3 + PM1 + PM2
+PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

*mesma troca
(PS1) *funcional
(PS3)

PM1 + PM2 +
PM5 + PM6 + PP2
+ PP3 + PP5

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

0,00001

NA

NA

NA

3E-06

3E-06

3E-06

3E-06

3E-06

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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30 CC5746

31.1* F10785-1

RAF1:NM_002880.3

32 F10286-1

33 F10303-1

RIT1:NM_006912.5

34 F10577-1

35 CC5661

NRAS:NM_002524.5

36 F10167-1

37.1* CC5100

38 CC4602

€.1655G>A p.(Arg552
Lys)
€.2002C>A | p.(GIn668
Lys)
c.781C>G p.(Pro261
Ala)
c.788T>G p.(Val263
Gly)
C.242A>G p.(Glu81Gl
y)
€.246T>G p.(Phe82L
eu)
c.34G>C p.(Gly12Ar
9)
C.179G>A p.(Gly60GlI
u)
€.149C>T | p.(Thr50lle
)

chr2:g9.3
9249914

chr2:9.3
9241069

chr3:g.1
2645688

chr3:g.1
2645681

chrl:g.1
5587428
9

chrl:g.1
5587428
5

chrl:g.1
1525874
8

chrl:g.1
1525653
2

chrl:g.1
1525656
2

11 rs3975171

(24) 54
13 NA
(24)

7(17)  rs1214345
94

7(17)  rs3975168
30

5(6)  rs8690251
93

5(6)  rs7308810
14

2(7) rs1219132
50

3(7)  rs2676069
20

3(7)  rs2676069
21

exoma

painel

painel

exoma

exoma

exoma

exoma

exoma

exoma

PM1 + PM2 +
PMS5 + PP2 + PP3
+PP5

PM2 + BS4 + PP2

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PM1 + PM2 +
PM5 + PP2 + PP3
+ PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS1 + PS3 + PM1
+ PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PM1 + PM2 +
PM5 + PP1 + PP2
+ PP3 + PP5

PS3 + PM1 + PM2
+PM5 + PP1 +
PP2 + PP3 + PP5

PS3 + PM2 + PP2
+ PP5

PP

VUS

PATOGENICA

PP

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

PATOGENICA

PP

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

0.00003

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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KRAS:NM_004985.4

39 F11444-1

40 CC883

HRAS:NM_005343.4

41 F10275-1
42 F10280-1
43 F10178-1
44 F9713-1

BRAF:NM_004333.5

45 CC2492
46 CC893
47 F11874-1
48 F11620-1

c.101C>T

C.458A>T

c.38G>A

Cc.34G>A

c.35G>C

C.34G>A

€.1390G>A

€.1502A>G

c.1802A>T

€.739T>C

p.(Pro34L
eu)

p.(Asp153
Val)

p.(Gly13A
sp)

p.(Gly12s
ser)

p.(Gly12Al

a)

p.(Gly12S
er)

p.(Gly464
Arg)

p.(Glu501
Gly)

p.(Lys601l
le)

p.(Phe247
Leu)

chrl2:g.
2539821
8

chrl2:g.
2536283
8

chrll:g.
534285

chrl11:53
4289

chrll:g.
534288

chrll:g.
534289

chr7:g.1
4048141
8

chr7:g.1
4047780
6

chr7:140
453133

chr7:g.1
4050133
3

2 (5)

5(5)

2 (6)

2(6)

2 (6)

2 (6)

11
(18)

12
(18)

15
(18)

6 (18)

rs1048943
66

rs1048943
60

rs1048942
26

rs1048942
29

rs1048942
30

rs1048942
29

rs1219133
49

rs1801770
39

rs3975074
84

rs3975169
03

exoma

exoma

Sanger
exon 2

Sanger
exon 2

Sanger
exon 2

painel

exoma

exoma

exoma

painel

PS3 + PM2 + PM5
+PP2 + PP3 +
PP5

PS3 + PM2 + PM5
+PP2 + PP3 +
PP5

PM1 + PM2 +
PMS5 + PP3 + PP5

PM! + PM2 + PM5
+ PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP3 +
PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP5

PS1+PM1 + PM2
+PM5 + PP2 +
PP3

PM1 + PM2 +
PM5 + PP2 + PP3
+ PP5

PM1 + PM2 +
PM5 + PP2

PS1 + PM1 + PM2
+ PP2 + PP3 +
PP5

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

PP

PATOGENICA

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

PP

PATOGENICA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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49 F11108-1
50 CC5731
51 F9186-1

MAP2K1:NM_002755.3

52 CC5059

53 F11961-1

MAP2K2:NM_030662.3

54 F10261-1

55 F11839-1

NF1:NM_000267.3

56 CC5105
57 CC5088
58.1* F10159-1

c.1783T>C

€.1455G>C

c.730A>C

C.389A>G

€.389A>G

c.181A>G

€.335G>T

c.3721C>T

€.3989_399
2del

c.4158T>G

p.(Phe595
Leu)

p.(Leu485
Phe)

p.(Thr244
Pro)

p.(Tyrl30
Cys)

p.(Tyrl30
Cys)

p.(Lys61GlI
u)

p.(Argl12
Leu)

p.(Argl24
1%)

p.(Glul33
OAlafs*12)

p.(Ser138

chr7:g.1
4045315
2

chr7:g.1
4047785
3

chr7:g.1
4050134
2

chrl5:g.
6672918
1

chri5:g.
6672918
1

chrl9:g.
4117539

chrl9:g.
4110622

chrl7:g.
2956264
1

chrl7:g.
2957601
6

chrl7:g.
2958540

15
(18)

12
(18)

6 (18)

3(11)

3(11)

28
(67)

30
(67)

31

1s7947292
19

rs1801770
36

rs3975074
65

rs1219085
95

rs1219085
95

rs7308805
17

NA

rs1378545
62

NA

NA

painel

painel

painel

exoma

exoma

painel

exoma

exoma

exoma

Sanger

PS1+PM1 + PM2
+PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PS1+ PS3 + PM1
+PM2 + PM5 +
PP2 + PP3 + PP5

PM1 + PM2 + PP2
+ PP3 + PP5

PS3 + PM1 + PM2
+ PM5 + PP2 +
PP3 + PP5
PS3 + PM1 + PM2

+PM5 + PP2 +
PP3 + PP5

PM1 + PM2 +
PMS5 + PP3 + PP5

PS3 + PM2 + PP3

PVS1 + PM1 +
PM2 + PP3 + PP5

PVS1 + PM2

PM1 + PM2 + PP1

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

PATOGENICA

PATOGENICA

PP

PP

PATOGENICA

PP

PP

NA

NA

NA

0.000003

0.000003

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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59.1* F12102-1 c.3118A>G
RASA1:NM_002890.2
60 CC5072 €.2698 270
1del
PPP1CB:NM_002709.3
61 CC5h217 c.146C>G
LZTR1:NM_006767.4
62.1 F11522-1 c.398T>G
NOVOS
GENES
ACTC1:NM_005159.4
63.1 F10557-1 c.487C>T
OUTROS
GENES
ASSOCIA
DOS A
DIAGNOS
TICOS
DIFEREN

CIAIS

6Arg) 9
p.(Lys104 | chrl7:g.
0Glu) 2955786

4
p.(Val900 @ chr5:9.8
Phefs*10) = 6679537
p.(Pro49Ar | chr2:g.2
9) 8999810
p.(Phel33 @ chr22:g.
Cys) 2134187

0
p.(His163 | chrl5:g.
Tyr) 3508473

8

(57)

24 rs1555614
(57) 619

21 rs8860412
(25) 32

2(8)  rs8860379

52
4 (21) NA
4(7) NA

exon 31

exoma

exoma

exoma

painel

exoma

+PP3

PM2 + PP3

PVSL + PM1 +
PM2 + PP5

PS4 + PM2 + PP2
+PP3 + PP5

PM2 + PP3 + BS4

PS3 + PM2 + PP2
+ PP3

VUS

PATOGENICA

PP

VUS

PP

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA

NA
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ACTB:NM_001101.5

64 CC5114

KAT6A:NM_006766.5

65 CC5305

PACS1:NM_018026.4

66 CCi471

DPH1:NM_001383.4

67.1 F11994-1

C.215A>G

€.3385C>T

c.607C>T

c.374T>C/
C.710G>A

p.(Glu72GlI
y)

p.(Arg112
9%)

p.(Arg203
Trp)

p.(Leul25
Pro)/

p.(Gly237
Asp)

VARIACAO DE NUMERO DE COPIAS - CNV

68.1 F10600-2

*casos considerados familiais; **consanguinidade entre os pais do probando, Muito
(PM1-PM®6); Suporte (PP1-PP5).

arr[GRCh37]
19p13.3(1000354_2164378)x1 dn

chr7:9.5
568940

chr8:9.4
1792353

chrll:g.
6597867
7

chrl7:g.
1939344
/
chrl7:g.
1943063

3(6)

17
A7)

4 (24)

4 (13)

(13)

rs1131691
341

rs7862009
60

rs3981230
09

rs2005300
55/NA

exoma PM2 + PP2 + PP3 PP
+ PP4 + PP5
exoma PS3 + PM2 + PP5 PP

exoma  PS3+PS4+PM2  PATOGENICA
+PP3 + PP5

exoma  PM2+PP1/PM2 PP /PP
+PP3 + PP1

exoma +
array
gendmico

51

NA NA D D NA D
NA NA D NA NA B
NA NA D D D D

Forte (PVS1); Forte (PS1-PS4) Moderada



52

Figura 6: - Analise pelo IGV de cobertura do éxon 8 do gene PTPN11l pela
plataforma ilumina em dois probandos, com auséncia de cobertura no caso superior

e baixa cobertura no inferior.

AVATAYAY, \f\/\/‘ V/ \f V\AAASY \ VAVATA'

Figura 7: - Eletroferograma de parte do éxon 8 do gene PTPN11. A seta indica a

troca A>G na posicao c.922
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oo
Figura 8: — Analise do IGV com a presenca variante p.(Leul25Pro) no paciente

F11994-1 no gene DPHL1 e dois controles negativos.

Figura 9: Analise IGV com a presenca variante p.(Gly237Asp) no paciente F11994-1

no gene DPHL1 e dois controles negativos.
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C C CHd G

FO} Fragment bazse #166. Baze 166 of 311
4 G G G C Cc cEM G G G A
A GG G CCOCTCIGIGIDG A

A ]

Figura 10: Eletroferograma do probando F11994-1 e genitora do gene DPH1. Na

seta indica a presenca da variante p.(Leul25Pro) respectivamente.

NO4 Fragmart base 950, Base 90 of 209

T TREEEET

J\/\/ / \/\ / \ SAAY, \, |\

Figura 11: Eletroferograma do probando F11994-1 e genitor do gene DPH1. Na seta

indica a presenca da p.(Gly237Asp) respectivamente.
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Figura 12: Variante em heterozigose no gene ACTC1 no probando (CC4965) e
ausente nos pais (F10557-2 e F10557-3).

Para a variante ¢.398T>G, identificada no éxon 4 do gene LZTR1 e
classificada como VUS, o seqienciamento Sanger foi realizado para confirmacgao
neste individuo e também em sua mae, evidenciando que ambos apresentavam esta

variante (figura 13 e 14).

e
Figura 13: Variante em heterozigose no éxon 4 do gene LZTR1 no probando
(F11522-1).
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Figura 14: Eletroferograma de probando e genitora confirmando a presenca da

variante em heterozigose do gene LZTR1 em ambos.

Os achados clinicos dos probandos com variantes patogénicas,

provavelmente patogénicas e VUS estdo descritas no anexo 1.

No caso dos genes classicos associados a SN, uma anadlise da associacao
entre o gendtipo e o fendtipo, incluindo pacientes prévios avaliados na Unidade de
Genética do Instituto da Crianca e com variantes nos genes SOS1, RAF1 e RIT1,
mostrou uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos de genes e as
seguintes caracteristicas clinicas: a frequéncia da baixa estatura foi menor no grupo
de pacientes com variantes no gene SOS1 comparado com os grupos PTPN11 e
RAF1; a presenca de estenose da valva pulmonar foi mais frequente no grupo
PTPN11 comparado com o grupo RAF1 e a cardiomiopatia hipertréfica, mais
frequente no grupo RAF1 do que nos grupos PTPN11, RIT1 e SOS1 (Tabela 8).
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Tabela 8: Comparagcdo pelo teste exato de Fisher as caracteristicas clinicas

observadas no presente estudo e em pacientes previamente estudados no Instituto

da Crianca divididos por grupos de genes.

Caracteristicas PTPN11  SOS1 RAF1 RIT1 NRAS Teste exato de
Fisher
Clinicas Presente Presente estudo Presente N=2 N=3
estudo N=2 estudo N=2 P<0,05
. o
N=28 Casuistica N (%)
Casuistica prévia  Casuistica prévia
N (%) prévia N=8  N=6 N total=3
N=14
[v)
N Total=10 Ntotalg N (%)
N total =16
N (%) N (%)
N (%)
Baixa estatura 23(82) 8 (50) 10 (100) 5(62,5) 3 (100) 0,039
(SOSIXPTPN11)
0,0094
(SOS1XRAF1)
Dismorfismos 26 (93) 15 (94) 10 (100) 8 (100) 3 (100)
faciais da SN
Pescoco curto 23 (82) 15 (94) 10 (100) 7 (87,5) 3(100)
Cardiopatia 21 (75) 15 (94) 10 (100) 8 (100) 2 (67)
congénita
EPV/EPSV 15 (71) 13 (87) 1(10) 4 (50) 0.0020
(PTPN11XRAF1)
Cardiomiopatia 2 (9,5) 9 (90) 2 (25) 1 (50) 0.000025
hipertroéfica (RAFIXPTPN11)
0.0128
(RAF1XRIT1)
0,000004
(RAF1XSOS1)
Defeitos 3(14) 2 (25)
septais
Defeito do 1(5) 1(6)

septo AV
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Prolapso da 1(50)
valva mitral
Anomalia de 1(6)

Ebstein

Deformidade 4 (14) 4 (25) 3(30) 1(12,5) 0(0)

esternalem S

Criptorquidia 9/17 (53) 5/11(45) 2/5 (40) 2/5 (40) 0/1 (0)

Anomalias 1/18 (5) 2/13 (15) 0/7 (0) 1/6 (17) 0/2 (0)

hematoldgicas

Deficiénciado 1 1 1
fator XI
Hipoagregagao 1

plaquetaria

Tumores TCG mandibula/ Processo TCG

expansivo cistico mandibula/
maxila (2) em fossa
posterior maxila (1)

Outros achados  Perda Hiperqueratose CC5661: F10167-1
auditivae folicular em face Obito aos 9  Hipoglicemia
manchas  (3) meses de dificil
café com controle e
leite (1) Complexo colabamento

deDandy- 4 traquéia
Walker (1) CC4602:

caracteristicas
faciais de CFC e
hidrocefalia
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5. DISCUSSAO

Na ultima década, um avanco tecnolégico sem precedentes ocorreu na area
da Genética com implicacbes nos atendimentos de pacientes afetados por diversas
doencas genéticas, particularmente para aqueles que apresentam condicdes com
um padrdo monogénico de heranca. O sequenciamento de nova geracao, técnica ja
difundida no Brasil, € um exame de alta performance na obtencdo de dados
gendmicos, 0 que tem possibilitado a descoberta, na ultima década, de genes
responsaveis por diversas doencas, além de permitir a confirmacdo diagndstica de
uma doenca monogénica, especialmente naquelas causadas por diversas variantes
espalhadas ao longo do gene (heterogeneidade alélica) ou naquelas doencas com

diversos genes envolvidos (heterogeneidade de loco).

5.1.NGS nas RASOPATIAS: Avaliacdo dos genes da via RAS/MAPK

Um dos objetivos deste estudo foi identificar variantes em genes ja
reconhecidamente associados as RASopatias. Na utilizacdo da plataforma lllumina,
0 sequenciamento de nova geracdo mostrou uma cobertura das regifes de
interesse, na grande maioria das vezes homogénea, permitindo a identificacdo de
variantes patogénicas e provavelmente patogénicas em genes da via RAS/MAPK
em 57% dos probandos da casuistica avaliados neste estudo. Esta positividade é
intermediaria entre os dados obtidos por Lepri et al. (2014) de 47,5% e Bhoj et al.
(2016) de 19% e os de Cizmarova et al. (2016) de 69% e Koh et al., 2019 de 76%
(Tabela 9). A ampla diferenca observada na positividade entre os diferentes estudos
pode ser explicada em parte pelos critérios de incluséo e pelas referéncias médicas.
No trabalho de Bhoj et al. (2016), com a menor positividade, varios pacientes foram
encaminhados por médicos ndo especialistas e no trabalho de Koh et al. (2019), a
casuistica estudada foi pequena, de 17 individuos, 0os quais preenchiam os critérios
clinicos de van der Burgt et al., 1994. Além disso, no trabalho de Cizmarova et al.
(2016) os resultados foram analisados pelo niamero total da casuistica (51) e néo

pelo numero de probandos (45). Outro fato que merece destaque € a menor
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positividade obtida em nossa casuistica nos principais genes associados a SN,
particularmente os genes PTPN11 e SOS1, com maior destague para genes pouco
expressivos na SN, como o NRAS (Tabela 8). Variantes no gene PTPN11 s&o as
mais frequentes na SN, ocorrendo em aproximadamente 50% dos casos, seguida de
variantes nos genes SOS1 (10%), RAF1 (10%) e RIT1 (5%) (Tartaglia et al., 2012;
Aoki et al., 2013). O fato de parte da casuistica do presente estudo ser composta de
pacientes que ja haviam sido avaliados para os hotspots dos principais genes pelo

sequenciamento de Sanger pode explicar essa diferenca.

Tabela 9: Positividade do NGS e genes envolvidos em individuos avaliados por

RASopatia no presente estudo e em estudo prévios da literatura

Variantesem  Presente Lepri et al. Bhoj et al. Cizmarova et Koh et al.,
genes da via Trabalho (2014) (2016) al. (2016) 2019
RAS/MAPK
n=104 n=80 painel n=126 painel n=45 n=17
n=51 de 45
familias

(Sanger + NGS)

Casos 59 (57) 38 (47,5) 24 (19) 35/51 (69) 13 (76)
positivos

N (%)

Genes

N (%)

PTPN11 28 (47) 22 (58) 17 (71) 22 (63) 8 (61,5)
S0s1 2(3,3) 9 (23) 3(13) 2 (6) 3(23)
RAF1 2(3,3) 2 (5) 2(8)

RIT1 2(3,3) 1(2,86) 1(7,7)
NRAS 3 (5)

KRAS 2(3,3) 1(7,7)
BRAF 7 (12) 2 (5) 3(8,57)

MAP2K1 2(3,3) 1(4) 2 (5,71)

MAP2K2 2 (3,3) 2 (5) 1(4)
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SHOC2 1(2,86)
PPP1CB 1(1,6)

HRAS 4(7) 2(8,57)
NF1 3 (7) 2 (5,71)
RASA1 1(1,6)

CBL 1(3)

A grande maioria das variantes encontradas na nossa casuistica nos genes
da via RAS/MAPK foi do tipo missense, compativel com o que é descrito na
literatura. O mecanismo proposto para expressdo do fenotipo nas RASopatias é de
ganho de funcdo das variantes, na maioria dos casos, 0 que acarreta em um
aumento da sinalizacdo da via RAS/MAPK (Gelb & Tartaglia, 2006). Como excecao,
tém-se as variantes de perda de funcdo no gene NF1, o qual normalmente exerce
um efeito negativo sobre a via de sinalizacdo Desta forma, essas variantes de perda
de funcdo em NF1 levam também ao aumento da sinalizacdo da via RAS/MAPK
(Koczkowska et al., 2018).

A grande maioria das variantes encontradas nesta casuistica ja foram
reportadas anteriormente, algumas recorrentes, como as variantes nos residuos
p.Asn308 e p.Met504, no gene PTPN11, e p.Met269 e p.Arg552 no gene SOS1
(Tartaglia et al., 2011). Em concordancia com os dados da literatura, as variantes
mais comuns neste estudo foi a p.Asn308, seguida da p.Met504 no gene PTPN11.
Variantes ndo reportadas previamente foram encontradas nos genes MAP2K2:
c.335G>T e no gene NF1: c¢.3989 3992del e c.4158T>G. Para a variante em
MAP2K2, para obter mais certeza da sua patogenicidade, o sequenciamento por
Sanger da regido foi realizado nos genitores e mostrou que nenhum deles
apresentava a variante, sendo portanto um evento de novo. No caso da variante
missense em NF1, o estudo dos parentes de 1° grau mostrou que ela segregava
com o fendétipo na familia, o que permitiu classifica-la como provavelmente
patogénica.

Dos genes mais recentemente descritos associados as RASopatias,
destacam-se os genes RIT1, pela sua frequéncia, sendo hoje considerado um dos

quatro genes mais importantes na SN, juntamente com os genes PTPN11, SOS1 e
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RAF1, e o gene LZTR1. Variantes em LZTR1 podem levar a SN estando presente
em apenas uma coépia do gene, particularmente quando localizadas nos dominios
KT1-4 da proteina, com um mecanismo de acao proposto como dominante negativo,
ou com variantes nas duas copias do gene (bialélicas), por perda de funcéo
(Yamamtoto et al., 2015; Johnston et al., 2018; Pagnamenta et al., 2019). Diferente
do gene RIT1, o gene LZTR1 parece ser responsavel por uma fracdo muito pequena
dos casos da SN como um todo, mas adquire maior importancia naqueles individuos
previamente triados para os genes mais comuns (Pagnamenta et al., 2019). No
presente estudo, duas variantes missense em RIT1 e uma Unica variante no gene
LZTR1:p.Phel33Cys foram encontradas. Esta Ultima estava presente em um
lactente com caracteristicas faciais tipicas da SN e cardiomiopatia hipertréfica grave,
evoluindo para 6bito precoce pelo problema cardiaco. Por ter sido classificda como
VUS, foi realizado o sequenciamento na sua genitora, mostrando que a variante em
LZTR1 havia sido herdada de sua mae, a qual ndo apresenta caracteristicas clinicas
da SN. Desta forma, esta variante permaneceu classificada como VUS, sendo pouco
provavel de ser a responsavel pelo fenétipo desta crianca. Outra variante
classificada como VUS, o SNV em SOS1.p.GIn668Lys também foi considerado
como ndo responsavel pelo fendtipo no probando, uma vez que a genitora,
considerada como afetada pela SN, ndo apresentava a variante. Ja a variante
missense encontrada em NF1: p.Lys1040Glu ndo pode ser descartada. Ha milhares
de variantes descritas no gene NF1, muitas de perda de funcdo, além de
microdele¢des que incluem o gene NF1 (Koczkowska et al., 2018). Recentemente,
uma variante missense no residuo p.Arg1038 no éxon 23 do gene NF1 foi descrita
em duas familias com um quadro clinico leve da neurofiboromatose tipo | (apenas
manchas café com leite) e caracteristicas faciais da SN (Trevisson et al., 2019). A
familia aqui estudada apresenta uma variante missense em um residuo proximo, o
p.Lys1040 no éxon 24 e também tem um fendtipo leve. A avaliacdo clinica e o
estudo molecular de outros individuos desta familia podem auxiliar no
estabelecimento da patogenicidade desta variante e assim contribuir para a
possibilidade de que variantes missense nas regides exonicas 23 e 24 de NF1 levam
a um quadro mais leve e com menos complicagbes clinicas, como proposto por
Trevisson et al., 2019.

Os pacientes com SN classificados como tipicos clinicamente apresentaram
variantes nos genes PTPN11, SOS1, RAF1, RIT1, NRAS.
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A comparacao entre os achados clinicos dentre os pacientes dos diferentes
grupos, combinados com pacientes em seguimento na Unidade de Genética do
Instituto da Crianca previamente diagnosticados, mostrou uma diferenca
estatisticamente significante nas seguintes caracteristicas clinicas, consideradas
sinais cardinais nas RASopatias e que requerem seguimento especializado: a) a
baixa estatura foi menos frequente em pacientes com variantes em SOS1 quando
comparados com aqueles com variantes em PTPN11 e RAF1; b) a estenose
pulmonar é mais frequente em individuos com variantes em PTPN11 que no gene
RAF1 e a cardiomiopatia hipertréfica, mais frequente em individuos com RAF1 do
gue aqueles com variantes em PTPN11, SOS1 e RIT1 (Tabela 8). Estes achados
estdo de acordo com os observados na literatura, associando variantes em RAF1 a
uma alta frequéncia de cardiomiopatia e variantes em PTPN11 e SOS1 a estenose
da valva pulmonar, assimi como variantes em SOS1 a uma menor frequénica de
baixa estatura (Tartaglia et al., 2011).

Para o gene NRAS, a casuistica € muito pequena (3 probandos, sendo um
caso familial) para realizar comparacdes estatisticas com os outros grupos. Destaca-
se que esses individuos foram associados a um estudo colaborativo coordenado
pelo pesquisador alemdo (Dr. Martin Zenker) com o intuito de avaliar as
caracteristicas clinicas e os genoétipos de individuos com variantes em um gene
responsavel por uma fracdo muito pequena na SN. No total foram avaliados 19
individuos de 13 familias. Os cddons p.Thr50 e p.Gly60 j& haviam sido descritos em
pacientes anteriores, caracterizando hotspots mutacionais. J4, variantes no residuo
p.Glyl2 em NRAS e outros genes RAS s&o reconhedidamente locais de mutagéo
somatica em cancer. Quatro diferentes variantes germinativas neste residuo foram
descritas neste estudo colaborativo, incluindo o caso da paciente F10167-1
(p.Glyl2Arg) aqui descrita. Esta paciente apresentava caracteristicas clinicas no
periodo neonatal que se assemelhavam a SC, como hipoglicemia de dificil controle,
grave dificuldade respiratoria e alimentar, requerendo traquestomia e gastrostomia.
Além disso, foi ideitificada uma lesdo tumoral no sistema nervoso central sugestiva
de um hamartoma hipotalamico (Tabela 8 e anexo 1). O fato da variante presente
neste individuo estar em um residuo comumente alterado em cancer, mais uma vez
a semelhanca do que se observa na SC, um seguimento com atengdo especial a

desenvolvimento de tumores deve ser realizado (Altmuller et al., 2017).
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Nas SRSN avaliadas na casuistica do presente estudo, individuos com
diagnéstico clinco inicial da sindrome CFC apresentaram variantes nos genes
BRAF, MAP2K1, MAP2K2 e KRAS; individuos com a sindrome de Costello,
variantes em HRAS e variantes com neurofibromatose tipo | em NFL1.

Em vérios pacientes a distingdo entre as RASopatias classicas nédo se da de
forma t&o precisa, particularmente a depender da idade da avaliacdo da crianca.
Alguns individuos com variantes em KRAS, BRAF, MAP2K1 e MAP2K2 tiveram seu
diagnostico alterado apés o estudo molecular.

Assim, em um paciente com hipétese diagndstica de SN foi encontrada a
variante no gene PTPN11:c.1391G>C (p.Gly464Ala), associada na literatura a
individuos com SNML. Esta crianca foi avaliada inicialmente aos quatro anos de
idade e, na evolugédo, diagnosticada com surdez. Normalmente as manchas
lentiginosas, tipicas desta sindrome, s6 aparecem apds os cinco anos de idade.
Desta forma, o teste molecular permitiu estabelecer um diagndstico preciso antes do
aparecimento do sinal cardinal da sindrome. Criancas com SNML apresentam com
mais frequéncia déficit de audicdo e cardiomiopatia hipertrofica. O diagnéstico
precoce destes achados permite um manejo clinico mais adequado dos individuos,
evitando complicacdes que possam decorrer destas anomalias (Tartaglia et al.,
2011).

Os pacientes com diagnéstico da sindrome CFC, diferentemente dos
pacientes com SN, tendem a apresentar um atraso mais acentuado do
desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia intelectual, com epilepsia, as vezes
de dificil controle, hidrocefalia, nistagmo e maior envolvimento ecotdérmico. Nos
pacientes com sindrome de Costello, o envolvimento cognitivo também tende a ser
mais importante e S0 0S que apresentam um maior risco para o desenvolvimento
de tumores, tanto benignos, com destaque para os papilomas periorificiais, como
malignos. Em ambas, ha uma dificuldade alimentar nos primeiros meses de vida que
muitas vezes requer o uso de sonda e/ou gastrostomia (Tartaglia et al., 2011). Esses
achados foram constantes na casuistica do presente estudo, tanto para os pacientes
com diangéstico de CFC, como no diagndstico da SN.

Dentre os pacientes com a SC, a paciente F10275-1 apresentava uma
variante rara em HRAS, acometendo o residuo p.Glyl3. A grande maioria dos
inidividuos diagnosticados com a SC (>80%) apresentam a variante p.Glyl2Ser e 0

fendtipo tende a ser mais homogéneo nesta sindrome. No entanto, a paciente
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F10275-1 apresentava caracteristicas clinicas menos acentuadas e foi inicialmente
avaliada como um possivel caso de SNLLAH. O estudo conjunto das caracteristicas
clinicas desta paciente com outros quatro em seguimento pela Dra. Karen Gripp
duPont Hospital for Children/Nemours, Delaware, Estados Unidos, mostrou que
individuos com variantes no residuo p.Gly13 no gene HRAS apresentam um fenétipo
com caracteristicas faciais menos grosseiras, e cabelos esparsos, com crescimento
lento, semelhante ao encontrado na SNLLAH (Bertola et al., 2017).

Um anico probando na nossa casuistica apresentava uma variante missense
no gene PPP1CB (p.Pro49Arg), um gene descrito em 2016 associado a um fenatipo
semelhante ao observado em pacientes com SNLLAH. A variante encontrada
corrobora a importancia tanto do residuo acometido, que se mostrou recorrente em
cinco pacientes, como do fenétipo, compativel com uma sindrome Noonan-like com
envolvimento ectodérmico — cabelos finos, esparsos e de crescimento lento (Gripp et
al., 2016). O fato do paciente aqui estudado apresentar craniossinostose, um achado
clinico ndo descrito nos outros pacientes, permitiu ampliar o fenétipo desta nova
RASopatia, uma vez que a craniossinostose é mais prevalente nos pacientes com
variantes no gene KRAS (Bertola et al., 2017).

Em um individuo com anomalias vasculares e caracteristicas faciais da SN
(CC5072), um caso isolado na familia, foi encontrada uma variante de perda de
funcdo no gene RASALl. Nenhuma outra variante em genes ja associados as
RASopatias foi identificada. Variantes em heterozigose de perda de funcdo neste
gene estdo associadas a sindrome de malformacdo capilar e malformacéo
arteriovenosa (OMIM 608354). Este gene é integrante da familia GAP1l das
GTPases, exercendo um papel na regulacao, diferenciacéo e proliferagéo celular,
particularmente na angiogénese. A variante encontrada no paciente no presente
estudo foi recentemente descrita em um menino de 7 anos com diagndstico da
Parkes-Weber por apresentar mdltiplas malformacdes capilares e fistula
arteriovenosa na perna (Wooderchak-Donahue et al., 2018).

Embora caracteristicas clinicas da SN ndo tenham sido descritas nos
pacientes com sindrome de malformagéo capilar e malformacao arteriovenosa, Chen
et al. (2014) descreveram trés pacientes com fendtipo Noonan apresentando
variantes missense de perda de funcdo em RASAZ2, outra proteina GTPase, nos

quais 0s autores sugeriram ser uma causa provavel do fenétipo Noonan.
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Até o momento, pode-se apenas especular um papel mais amplo, ndo restrito
apenas ao fenotipo vascular, em RASAL. Ainda persiste a possiblidade do individuo
CC5072 aprensentar uma variante em outro gene ainda ndo associado as

RASopatias que possa explicar seu quadro clinico, em conjunto a variante em
RASAL.

5.2.NGS e possivel novo gene associados as RASOPATIAS

5.2.1. ACTC1

Em um caso isolado, de pais ndo-consanguineos, com hip6tese diagnostica
da sindrome de Noonan, o exoma realizado no probando ndo evidenciou nenhuma
variante rara em genes ja conhecidos associados as RASopatias. Foi entédo
realizado o exoma do trio, para avaliagdo de variantes novas (presentes apenas no
probando) ou bilalélicas. Na analise, uma variante de novo foi encontrada no gene
ACTC1:NM_005159:exon4:c.C487T:p.H163Y, classificda pelos critérios da ACMG
como provavelmente patogénica.

ACTC1 é uma actina alfa, um dos componentes do sarcémero, o principal
componente de filamentos finos nos midcitos cardiacos maduros, com papel
importante na contratilidade da musculatura cardiaca. Variantes em heterozigose
neste gene ja foram associadas, como uma causa rara, as diversas formas de
cardiomiopatia (dilatada, hipertrofica, restritiva, ndo-compactacdo do ventriculo
esquerdo), assim como a anomalias estruturais, como comunicagéo interatrial (CIA)
e anomalia de Ebstein (Yang et al., 2019).

Em 2015, Augiere et al. descreveram uma familia libanesa com 13 individuos
apresentando anomalias cardiacas (defeitos septais, particularmente atrial, isolado
ou associado a outras anomalias cardiacas, incluindo um individuo com anomalia de
Ebstein; arritmias cardiacas, como a sindrome de Wolff-Parkinson-White, bradicardia
sinusal e fibrilagdo atrial e cardiomiopatia, hipertréfica e dilatada) e defeitos de linha
media (hipertelorismo ocular, deformidade esternal, cifoescoliose, labio leropino e
diastema dos incisivos superiores. Na tentativa de identificar uma causa monogénica
para as alteracbes presentes nesta familia, os autores realizaram uma analise de

ligagdo, com om lod score de 2.98 para uma regido do cromossomo 15. O intervalo
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cromossOmico de interesse continha 37 genes e entre eles, o ACTC1 era o melhor
gene candidato. O sequenciamento tradicional por Sanger dos seis éxons
codificantes deste gene mostrou a presenca da variante ¢.251T>C (p.Met84Thr)
segregando com o fendtipo nesta familia, tanto da parte cardiaca, como das
anomalias de linha média. Desta forma, os autores sugeriram que esta variante em
ACTC1 seria responsavel por todos os achados clinicos nesta familia.

As variantes descritas na literatura associadas a anomalias estruturais,
particularmente CIA, incluem, além da descrita nesta familia libanesa, as seguintes
variantes: p.E101K, M125V e M178L (Augiére et al., 2015; Yang et al., 2019).
Augiere et al (2015) comentaram que uma possivel correlacdo gendétipo-fendtipo
pode ser observada pelo fato de que todas as variantes descritas até entédo
associadas a defeitos cardiacos estruturais se encontram na metade N-terminal da
proteina, entre os residuos 84 e 178. Na regido C-terminal da proteina, as variantes
estdo associadas particularmente a cardiomiopatia hipertrofica e ndo-compactacao
do ventriculo esquerdo.

O paciente aqui descrito apresenta uma variante nova, ainda nao reportada,
no residuo p.His163, incluido no intervalo no qual foram descritos os defeitos
cardiacos estruturais. Além disso, este individuo também apresenta anomalias de
linha média com um fendtipo clinico compativel com a sindrome de Noonan. Embora
ndo existam fotografias dos individuos da familia libanesa, ha descricdo de
hipertelorismo ocular e deformidades esternais, caracteristicas comuns nesta
sindrome. Embora néo seja possivel excluir que a variante presente em no individuo
do presente estudo seja responsavel apenas pelo fenétipo cardiaco e outra variante,
ainda nao identificada leve ao fenétipo de Noonan, o fato de ser o segundo caso
com anomalias extra-cardiacas, reforca a possibilidade de que ACTC1 desempenhe
um funcdo extra-cardiaca no desenvolvimento embrionario e variantes neste gene
possa ser uma causa pouco frequente na sindrome de Noonan. Estudos funcionais
mostraram que a actina cardiaca, embora seja a isoforma alfa mais abundante no
cardiomiodcito adulto, no feto ela € a principal isoforma no musculo esquelético,
confirmando uma expressao muscular mais global (llkovski et al., 2005). A actina
cardiaca apresenta uma grande homologia com ACTG1 e ACTB, os quais sao
expressos de forma ubiqua, e variantes em heterozigose nestes genes foram
associados a sindrome de Baraitser-Winter, a qual apresenta uma sobreposi¢cao

clinica evidente com a SN (Verloes et al., 2015).
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Este achado é preliminar e novos relatos de individuos com fenétipo Noonan
e variantes em ACTC1 sdo necessarios para estabelecer uma relagéo causal.

5.3.NGS e variantes patogénicas em genes associadas a outras doencas
monogénicas

Em quatro pacientes da casuistica nos quais o sequenciamento do exoma foi
realizado, variantes em genes associados a outras doengas monogénicas foram
encontradas, trés delas em heterozigose nos genes ACTB, PACS1 e KAT6A e uma
em heterozgose composta no gene DPH1, consideradas como responséaeis pelos
fendtipos. Ainda, em um quinto paciente, o estudo combinado do exoma e do array
gendmico permitiu identificar uma delecdo no cromossomo 19, entre as posicoes
gendmicas 1000354 e 2164378, presente apenas no probando, caracterizando um
evento de novo.

Diversos genes, incluindo o PACS1, KAT6A e DPH1, foram associados a
quadros de deficiéncia intelectual ndo-sindrémica ou sindrémica a partir do emprego
do sequenciamento de nova geracao e, a partir dai, os fen6tipos comecaram a ser
delineados com maior precisdo. Muitas vezes as caracteristicas clinicas séo
inespecificas, 0 que ndo permite um reconhecimento por parte dos geneticistas

clinicos.

5.3.1. PACS1

A variante no gene PACS1 encontrada no individuo CC1471 é recorrente e
associada a sindrome de Schuurs-Hoeijmakers (OMIM 615009), descrita em 2012 a
partir de um estudo de dois pacientes dentre mais de 5000 individuos com
deficiéncia intelectual (Schuurs-Hoeijmakerset al., 2012). Pela similaridade das
caracteristicas clinicas entre esses dois individuos, foi realizado o sequenciamento
do exoma nestes pacientes e observado que ambos apresentavam a mesma
variante em heterozigose (c.607C>T) no gene PACSL1, a qual era de novo nos dois
casos. O produto deste gene atua na regulacdo do trafego intracelular de proteinas.
Estudos em modelos animais sugerem que a variante presente nos individuos

exerca um efeito dominante negativo (Schuurs-Hoeijmakers et al., 2012). Em 20186,
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0 mesmo grupo descreveu as caracteristicas clinicas de 19 individuos apresentando
a mesma variante em PACS1, caracterizando uma nova sindrome associada a
deficiéncia intelectual com um padrdo de herangca autossémico dominante e com
uma variante recorrente. As caracteristicas clinicas incluem, além da deficiéncia
intelectual, epilepsia, dismorfismos faciais (sobrancelhas hirsutas e arqueadas, ptose
palpebral, hipertelorismo ocular com inclinacdo infero-lateral das fendas palpebrais,
cilios longos, nariz com ponta bulbosa, filtro apagado, macrostomia, com labio
superior fino e rima voltada para baixo, diastema dos dentes incisivos, orelhas
simplificadas e baixo-implantadas), anomalias cardiacas, particularmente os defeitos
septais, oftalmoldgicas, sendo frequente os colobomas, cerebrais, geniturinarias
(Schuurs-Hoeijmakers et al.,, 2018). Além da variante recorrente c607C>T em
PACS1, uma outra mutacdo envolvendo o mesmo residuo (c.608G>A, p.Arg203GIn)
foi descrita (Miyake et al., 2018). O paciente do presente estudo, com a variante
recorrente no gene PACS1, apresentava, entre varios achados clinicos, a presenca
de coloboma do nervo Optico. Varias das caracteristicas descritas nesta nova
sindrome se sobrepfem as observadas nas RASopatias, devendo ser aventada
entre seus diagndsticos diferenciais.

5.3.2. KAT6A

No paciente aqui descrito com hipétese clinica de CFC (CC5305) foi
identificada a variante nonsense em heterozigose em KAT6A: ¢.C3385T:p.R1129*.

O gene KATG6A pertence a familia MYST acetiltransferasesde histona,
exercendo um papel importante em varias funcdes celulares, como remodelamento
da cromatina, regulacdo génica, traducéo protéica, metabolismo e replicacao celular.

O estudo de uma casuistica com 75 pacientes, sendo 52 deles casos nao
descritos previamente, permitiu a caracterizagao clinica desta sindrome denominada
retardo mental autossomico dominante 32 no OMIM (616268). Aléem do atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor e deficiéncia intelectual de grau variavel, achados
cardinais, outros achados incluem problemas gastrintestinais (refluxo gastro-
esofagico, obstipagcdo intestinal, m& rotacdo intestinal), anomalias cardiacas,
particularmente defeitos septais, dismorfismos craniofaciais (estreitamento

bitemporal, presenca de epicanto, estrabismo, ponte nasal alta e ponta alargada,



70

filtro curto e apagado, l4bio superior fino, com boca triangular, palato alto e estreito,
anomalias dentéarias, orelhas baixo-implantadas e/ou rodadas, com dobramento
exacerbado da hélice). Neutropenia congénita foi descrita em alguns pacientes, com
infeccdes de repeticao (Kennedy et al., 2018).

Vale ressaltar que além do quadro do atraso do desenvolvimento
neuropscimotor, microcefalia, dismorfismos faciais e cardiopatia no paciente aqui
estudado, ele também apresenta hipoplasia das patelas. Variantes em heterozigose
no gene paralogo, KAT6B, estdo associados a sindrome genitopatelar, no qual a
hipoplasia ou agenesia da patela é uma das caracteristicas cardinais da sindrome. O
fato de néo ter sido descrito na literatura, pode-se especular que este achado, por
ser uma anomalia de menor importancia frente ao quadro de neurodesenvolvimento,
pode ndo ter sido explorado pelos clinicos que acompanham essas criancgas.

Diversas variantes, particularmente de perda de funcdo (nonsense e
frameshift) foram encontradas espalhadas nos varios dominios da proteina, mas
com uma concentracdo nos penultimos éxons do gene, particularmente envolvendo
os residuos 1019, 1024 e 1029. A variante nonsense encontrada no paciente aqui
descrito € a mais prevalente na literatura, descrita em outros oito individuos. A
analise dos achados clinicos e gendmicos nesta Ultima casuistica permitiu observar
um quadro clinico mais grave, com atraso mais acentuado do desenvolvimento
neuropsicomotor e maior frequéncia de microcefalia, hipotonia, anomalias cardiacas
e gastrintestinais, associadas a variantes de perda de funcéo nos dois Ultimos éxons
do gene KAT6A, quando comparada com variantes nos primeiros 15 éxons do gene.
Estes achados sugerem que a presenca das variantes nos ultimos éxons implica na
formacao de uma proteina anormal que nao sofrerd o decaimento do RNA e que, por
um mecanismo de ganho de funcdo ou por em efeito dominante-negativo, exercera
um efeito com maiores implicacbes do que o mecanismo da haploinsuficiéncia no
caso de mutacdes de perda de funcdo em regibes mais centroméricas do gene
(Kennedy et al., 2018).

5.3.3. ACTB

A variante missense em heterozigose (c.A215G:p.Glu72Gly) presente no
paciente aqui descrito (CC5114) foi classificada como VUS, tendo sido reportada
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como provavelmente patogénica no ClinVar. Infelizmente DNA dos pais n&o estava
disponivel para estudos adicionais.

Variantes missense em heterozigose em ACTB, assim como em ACTG1,
estdo associadas a sindrome de Baratiser-Winter (OMIM 243310). Dentre os
achados clinicos na sindrome, a baixa estatura, os dismorfismos faciais, o pescoc¢o
alado, a deformidade esternal, assim como defeitos cardiacos, mais comumente 0s
septais, fazem com que esta sindrome apresente diversas semelhancas com a SN
(Verloes et al., 2015).

5.3.4. DPH1

Duas variantes missense (c.374T>C e ¢.710G>A), cada uma em uma cépia
do gene, foram encontradas no gene DPH1 no inidviduo (F11994-1). O
sequenciamento por Sanger realizado no material da crianca e de seus pais
confirmou as duas variantes na crianca e apenas uma delas em cada genitor (a
variante ¢.374T>C herdada de sua mée e a variante c.710G>A herdada de seu pai).
Ela apresentava o0s seguntes achados clinicos: atraso acentuado do
desenvolvimento neuropsicomotor associado ao complexo de Dandy-Walker, baixa
estatura, dismorfismos craniofaciais, defeito septal e envolvimento ectodérmico
(cabelos, sobrancelhas e cilios esparsos ou ausentes e unhas hiperconvexas). A
anomalia do sistema nervoso central ndo € um achado comum nas RASopatias.
Esta anomalia foi descrita apenas em um paciente com o diagnéstico de uma
sindrome Noonan-like associada a variantes no gene PPP1CB (Grippet al., 2016).
Pelo fato desta sindrome Noonan-like também apresentar envolvimento
ectodérmico, este gene foi considerado inicialmente o melhor candidato para o seu
fendtipo, mas nenhuma variante rara foi encontrada no individuo aqui estudado. A
analise posterior identificou as variantes em DPH1.

O gene DPH1 codifica uma enzima que é importante para a sintese da
diphthamide, a qual catalisa a transferéncia do ADP-ribose do dinucleotideo
nicotinamida adenina para a diphtamide, inibindo a sintese protéica e levando a
morte celular. Este gene também é considerado um supressor tumoral, o qual atua
na regulacéo da proliferacdo celular, desenvolvimento embrionario e tumorogénese.

A associacdo deste gene com uma doenca de neurodesenvolvimento ocorreu
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recentemente, em 2015, a partir do estudo de familias com consanguinidade,
recebendo a denominacdo de atraso do desenvolvimento com baixa estatura,
dismorfismos faciais e cabelos esparsos (OMIM 616901) (Alazamiet al., 2015).
Desde entdo, poucos casos (17 individuos de 7 familias) foram descritos na
literatura, a maioria deles filhos de pais consanguineos ou provenientes de regides
isoladas. Os achados clinicos dos ultimos dois probandos descritos, associados aos
previamente reportados incluem em todos eles a presenca de atraso do
desenvolvimento neuropsicomotor/  deficiéncia  intelectual, dismorfismos
craniofaciais, com anomalia da conformacdo craniana, cabelos, cilios e
sobrancelhas esparsas, anomalias em maos e pés. Outros achados comuns, com
uma frequéncia igual ou maior que 70% s&o: anomalias do sistema nervoso central
(agenesia do corpo caloso, complexo de Dandy-Walker e dilatagdo ventricular),
epilepsia, anomalias dentérias e de unhas. Anomalias cardiacas foram descritas em
7115 (47%), incluindo defeitos septais, tetralogia de Fallot e cardiomiopatia dilatada
(Urreizti et al., 2019).

As variantes descritas incluem aquelas com perda de funcdo, do tipo
frameshift (2) e missense (6). A paciente aqui descrita tem duas variantes missense,
sendo uma delas, a variante ¢.374T>C, recentemente descrita em homozigose em
dois irmaos com um quadro grave de atraso do desenvolvimento e morte precoce
em um deles, provenientes da llha de Malta (Urreizti et al., 2019). Estudos in vitro de
variantes missense, incluindo a variante p.c374T>C, mostraram uma diminuicdo da
atividade enziméatica da diphtamide (Urreizti et al., 2019).

Os estudos realizados no individuo (F11994-1) e seus genitores permitiu
comprovar que as variantes na crianga estavam em heterozigose composta,
compativel com o padrdo de heranca estabelecido para esta doenca, o padrédo
autossdmico recessivo. Com esta complementacao, as variantes foram classificadas
pelos critérios da ACMG como provavelmente patogénicas (c.710G>A). (c.374T>C).
Este probando foi o Unico no qual o padrdo de heranca monogénico ndo foi o
autossémico dominante, com risco de recorréncia para os genitores desta crianca de
25%.

Por ser uma doenca ainda em delineamento e pelo fato de apresentar
diversas caracteristicas que se assemelham a uma RASoptia, ela deve ser
incorporada entre seus diagnoésticos diferenciais, particularmente para a SNLLAH,

pelo envolvimento ectodérmico acentuado.
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5.3.5. Delecéo intersticial em 19p

Uma delecdo de 1,16Mb em 19p13.3 de novo foi identificada no individuo
(F10600-2) a partir do NGS e confirmada por array genémico.

Anormalidades de numero de copias (CNVs) na regido subtelomérica do
cromossomo 19 sdo raras. O cromossomo 19 € o que apresenta a maior densidade
génica entre todos 0s cromossomos, 0 que sugere que mesmo alteragcdes pequenas
possam comprometer o desenvolvimento. Recentemente, uma nova sindrome de
microdelg&o/microduplicacdo envolvendo a regido cromossdmica em 19p13.3 foi
caracterizada. No entanto, o intervalo cromossdmico e, particularmente a menor
regido de sobreposicdo entre os 13 pacientes descritos (chr19:3979568-4131259;
hg19), ndo € o mesmo presente no nosso paciente (Nevado et al., 2015).

No banco de dados de CNVs do DECEPHER, poucas dele¢cdes foram
descritas envolvendo o segmento deletado em nosso paciente. Dentre elas, a que
mais se aproxima é uma delecdo de de 866Kb, de novo, envolvendo as posicées
gendmicas (1272198-2138731), em um paciente do género masculino com
anormalidades faciais e deficiéncia intelectual.

De fato, CNVs foram reportadas de forma muito restrita em individuos com
fendtipos de uma RASopatia. Em 2014, Nowaczyk et al. descerveram sete pacientes
com delecbes de novo em 19pl3.3, cuja regido incluia o gene MAP2K2, que
apresentavam caracteristicas clinicas com sobreposi¢do aquelas presentes em uma
RASoptia. No entanto, a regido com delecdo no paciente desta casuistica néo
continha o gene MAP2K2. Ainda, no intervalo cromossémico envolvido, nenhum
gene associado a fenétipos mendelianos incluem uma RASopatia. Desta forma, é
possivel que um gene ou genes na regido ainda ndo associados as RASopatias
possa estar contribuindo para o seu fendétipo. Por outro lado, o fato do paciente
apresentar um atraso grave do desenvolvimento neuropsicomotor/ deficiéncia

intelectual deve decorrer da acao conjunta de outros genes na regiao.
5.4.Risco de recorréncia nas familias
No presente estudo, a quase totalidade das variantes encontradas foram em

heterozigose. A transmisséo vertical do fenétipo estava presente em oito familias,

sendo comprovado pelo teste molecular em quatro delas. Em uma unica familia,
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irmaos provavelmente monozigéticos apresentam o fendtipo Noonan. Seus pais
foram avaliados clinica e molecularmente e ndo apresentavam a variante. Desta
forma, todos os pacientes confirmados por estudo molecular nesta casuistica
apresentam uma RASopatia com um padrédo de heranca autossdmica dominante.
Neste cenério, o risco de recorréncia para um individuo com a SN € de 50%. Para
0s genitores de uma crian¢ca com RASopatia que ndo apresentam a variante, 0 risco
de recorréncia € menor que 1%, levando-se em consideracdo a possibilidade do
mosaicismo gonadal. Este valor contrasta com aquele fornecido ao casal de uma
crianca com hipoétese clinica inicial de SNLLAH (F11994-1). O estudo molecular
revelou que este individuo apresentava duas variantes no gene DPH1 em
heterozigose composta, comprovado pelo estudo dos pais que eram, cada um,
heterozigoto para uma Unica variante. Neste caso, o0 risco de recorréncia para o

casal é de 25%, compativel com um padréo de heranca autossémico recessivo.

5.5.Consideracoes finais

Embora o conhecimento das bases moleculares das RASopatias cresceu de
forma exponencial nos ultimos anos, gracas a essas novas técnicas de biologia
molecular, seja no encontro de novas variantes em genes ja conhecidamente
associados as RASopatias, assim como na descoberta de novos genes, ainda ndo
h&a um conhecimento total sobre as bases genéticas destas doencas, uma vez que
pelo menos 20% dos pacientes clinicamente diagnosticados com a SN néo
apresentam variantes nos genes conhecidos. Desta forma, pesquisas nesta area
ainda sdo importantes na tentativa de encontrar novos genes responsaveis pelas
RASopatias. Neste cenario, os pacientes estudados pelo NGS através de um painel
de genes j4 associados a estas sindromes ou mesmo pelo exoma e que nao
apresentam variantes identificadas, podem ser selecionados para futuros estudos na
tentativa da identificacdo de novos genes associados as RASopatias.

Outro ponto que merece destaque é o fato de haver uma grande variabilidade
na expressao fenotipica dentro das RASopatias, especialmente na sindrome de
Noonan. E possivel que variantes em outros genes da via RAS/MAPK produzam um
efeito aditivo no fendtipo, compativel com um modelo ndo mais monogénico, mas

oligogénico. A ocorréncia de variantes em mais de um gene da via RAS/MAPK foi
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descrita em poucas ocasifes na literatura, incluindo uma publicacdo deste grupo
(Brasil et al., 2010). No emprego do sequenciamento classico de Sanger para uma
doenca monogénica com heterogeneidade genetica, o estudo € geralmente
sequencial. Desta forma, o fato de se encontrar uma mutagdo em um gene, ja €
suficiente para estabelecer o diagnostico e os estudos cessam neste ponto, sem
analise de outros genes. O NGS, ao realizar a analise conjunta destes genes,
permite avaliar um namero muito maior de dados genémicos. Desta forma, Chen et
al. (2014) avaliaram 27 individuos com RASopatias por NGS e observaram que
todos apresentavam variantes em mais de um gene da via RAS/MAPK e, embora
em 25 deles uma variante Unica, rara, parecia explicar o fenétipo, em dois individuos
duas mutacdes distintas pareciam contribuir para o fendtipo. Futuros estudos
avaliando de forma mais global os dados gendmicos destes pacientes por NGS sao
importantes para estabelecer se ha e quais sdo 0s possiveis outros fatores

genéticos que modulam a variabilidade clinica apresentada por estes pacientes.
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6. CONCLUSAO

A técnica do sequenciamento de nova geracdo foi efetiva em mostrar
variantes pontuais e confirmar a hipotese clinica de uma RASopatia, com um
positivade ao redor de 60%. Ainda, o sequenciamento do exoma permitiu
estabelecer um diagnéstico preciso em inidviduos afetados por outras doencas
monogénicas, cujos fendtipos se sobrepdem as RASopatias.

Variantes raras, novas, em genes ja reconhecidos como responsaveis pelas
RASopatias foram encontradas em MAP2K2 e NF1.

Uma variante em heterozigose em ACTC1, um gene ainda ndo associado ao
fenétipo Noonan, foi identificada apenas no probando em um caso isolado. Este
achado reforca a possibilidade do gene ACTC1 desempenhar uma fungcdo mais
ampla no desenvolvimento embrionario do que apenas restrita ao tecido cardiaco.

A associacdo entre os achados clinicos dos individuos com SN desta
casuistica, separados por grupos de genes, mostraram diferencas estatisticamente
significantes em dois achados cardinais na sindrome: a baixa estatura e os tipos de
anomalias cardiacas, estenose pulmonar e cariomiopatia hipertréfica, semelhantes
aos dados da literatura.

Achados clinicos distintos foram observados em uma variante mais rara em
HRAS e nos genes NRAS e PPP1CB. Estes achados contribuem para uma

caracterizagao clinica mais detalhada, com expansao do espectro fenotipico.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Achados clinicos dos probandos com variantes patogénicas,

provavelmente patogénicas e VUS.
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PACIENTE| BE D'Sg"AOC'T::';"OS PESCOC/SLiggTO EOU CARDIOPATIA DEFORMIDADE ESTERNAL | CRIPTORQUIDIA | DISTURBIOS HEMATOLOGICOS OUTROS ACHADOS
0. NAO 0.NAO 0. NAO 0.NAO 0.NAO 0. NAO 0. NAO
1.SIM 1. SIM 1.SIM 1. MIOCH C/ OU S/ EPV 1. EXCAVATUM 1.SIM 1. SIM
2. EPV ou EPSV C/ OU S/ OUTRA LESAO 2. CARINATUM
3. CIAE/OU CIV 3. EXCAVATUM/CARINATUM
4. OUTROS

CC722 1 0 1 2+CIA+CIV 3 1 0

CC1169 1 1 1 2+CIA 0 Deficiéncia dos fatores Xl e Xl

F11963-1 1 1 1 2 + CIA + CIV + cleft mitral 0 1

CC4902 1 1 1 2 (EPSV) + prolapso da valva mitral 0 0

F11868-1 1 1 1 2+CIA 2

F9755-1 1 1 1 4-FOP 1 0

F12100-1 1 1 1 2+CIA 0

CC726 1 1 1 2+CIA 3 0

F10838-1 0 1 1 2+CIA 3 1 0

F11391-1 1 1 1 3 (CIA) 0 0 0

CC5458 1 1 1 0 0 1 0

CC5407 0 1 0 2 0 0

F11621-1 1 1 1 4 - defeito do septo AV 0 0

F12101-1 1 1 1 2+CIA 2

CC2016 1 1 1 4 - FOP + estenose discreta da artéria pulmonar 0 1

F119621 1 1 1 2 (EPV + EPSV) 3

CC5680 1 1 0 2+CIlV 0 1 0

F113031 1 1 1 4 - FOP + valva aértica espessada 0

F1078211 1 1 0 0 0 1 0

CC5657 0 1 1 2 0 0

CC5530 1 1 1 2+CIA 2 1 0

F11276-1 1 1 0 1 1 1 0 8 manchas café com leite, perda auditiva neurossensorial profunda

CC1158 1 0 1 3(CIA) 0 1 0

CC3770 0 1 0 2 0 0

CC4388 1 1 1 4 - FOP 2 0 0

F12047-1 1 1 1 3(CIA) 2 0 0

CC5608 1 1 1 2+CIA 2 1 NR

F11541-1 0 1 1 1+EPV+FOP 0 0

F11869-1 0 1 1 2 (EPV + EPSV) 0 0 hiperqueratose folicular em face

CC5746 1 1 1 2+CIV 0 0 Pneumonias de repeticdo com dificuldade de degluitcio: gastrostomia
F10286-1 1 1 1 1 1 0 0

F10303-1 1 1 1 1 0 0 0

F10577-1 0 1 0 2+CIA 1 0 0




CC5661
F10167-1

CC5100
CC4602
F11444-1
CC883

F10275-1

F10280-1
F10178-1
F9713-1
CC2492

CC893

F11874-1
F11620-1

F11108-1

CC5731
F9186-1
CC5059
F11961-1

F10261-1

F11839-1

CC5105
CC5088

F10159-1

CC5072
CC5217
F10557-1
CC5114
CC5305
CC1471

F11994-1
F10600-2
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0
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Obito 22/06/2013
hipoglicemia de dificil controle e colabamento da traqueia: traquesotomia,
hamartoma hipotalamico

face com hipoplasia da crista orbitaria + hidrocefalia
linfangioma pulmonar
atraso grave do DNPM
atraso do DNPM, escoliose grave, cabelos de crescimento lento, hidrocefalia,
Chiari tipo | e hidrosseringomielia, papiloma perinasal na adolescéncia
atraso importante do DNPM; gastrostomia até os 2 anos de idade

grande dificuldade em ganhar peso
atraso acentuado do DNPM, hiperqueratose folicular e nevos
atraso acentuado do DNPM + hiperqueratose palmo-plantar e nevos
atraso acentuado do DNPM + gastrostomia até a atualidade (11 anos) com
aversdo alimentar +nevos
atraso do DNPM/DI + epilepsia
gastrostomia até o presente (6 anos) + cilios e sobrancelhas esparsas +
nistagmo + epilepsia
atraso do DNPM + dificuldade alimentar
Macrocefalia com dilatagéo ventricular + atraso grave da fala + nevos
evoluiu com atraso grave do DNPM
Dificuldade alimentar, atraso motor+ hiperqueratose folicular em face
atraso acentuado do DNPM + crista orbitaria hipoplasica + hiperquertose folicular
+ nevos + tu de células gigantes em osso da mao E
hipoplasia das cristas orbitarias + sobrancelhas e cilios esparsos + atraso do
DNPM/DI + hiperqueratose folicular, nervos, eplepsia
manchas CAL + efélides inguinais e axilares + nddulos de Lisch
manchas CAL + efélides em axilas
Dismorfismos faciais sugestivos da sindrome de Noonan + manchas CAL +
efélides

cabelos finos e esparsos + craniossinostose

Agenesia do corpo caloso
atraso acentaudo do DNPM + cabelos esparsos + hipoplasia da patela
atraso do DNPM + dentes espacados + everséo da palpebra inferior

cabelos esparsos + perda auditiva de grau severo e anomalia de Dandy-Walker

atraso acentuado do DNPM/DI + hiperqueratose folicular em face

BE: Baixa estatura; CIA: comunicacéo interatrial, CIV: comunicac¢do interventricular; EPV: estenose da valva pulmonar, EPSV:

estenose pulmonar supravalvar, FOP: forame oval pérvio, MIOCH: miocardiopatia hipertrofica.
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