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INTRODUCAO:

As fendas orais (FO) tém prevaléncia estimada de 1:700 -1000 individuos, sendo que as fendas orais
sindrébmicas representam cerca de 30% dos casos. Estas sdo definidas na presenca de anomalias
associadas e (ou) déficit cognitivo, predominando defeitos de sistema nervoso central e oculares. Diferentes
etiologias sao conhecidas, entre as quais os desequilibrios genémicos (DG). O espectro MAC
(Microftalmia/Anoftalmia/Coloboma) ocorre em 1/7.000 nascimentos, sendo que 33-95% dos casos
apresentam defeitos extraoculares, com destaque para FO e alteragbes do sistema nervoso; condicdes
monogénicas predominam neste grupo. Nesta, os DG poderiam ter relevancia. Esta associacdo de FO e
espectro MAC tem prevaléncia desconhecida e tem sido pouco investigada e foi detectada em um
contingente significativo dos casos registrados na Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais (BBAC),
sediada na Unicamp e com cerca de 2200 casos registrados.

METODOLOGIA:

1. Selecdo da casuistica
Foram incluidos individuos selecionados na BBAC, que apresentaram fenda oral de qualquer tipo

com anomalias do complexo coloboma e (ou) micro/anoftalmia, sendo de qualquer idade ou sexo e com
etiologia desconhecida. Os critérios de exclusdo foram individuos com doengas monogénicas ou com outras
etiologias definidas que apresentem fenda oral e micro/anoftalmia.

2. Técnica
Para realizacdo da Técnica de Chromosomal Microarray Analysis (CMA) foi utilizado DNA total obtido no

biorrepositorio especifico. Prévio a realizacdo da técnica, a integridade e pureza das amostras foi testada,
sendo possivel a utilizacdo de 25 amostras. Para a técnica de CMA foram utilizados os chips CytoScanTM
750K Array ou CytoScanTM HD Array (Affymetrix ® , Santa Clara, CA, USA). A analise e a interpretacéo
dos dados utilizaram o programa Chromosome Analysis Suite (ChAS), que é uma plataforma personalizada
para a técnica de CMA e disponibilizado gratuitamente pelo fabricante, e o protocolo previamente
padronizado no Laboratério de Citogenética Humana e Citogendmica.
3. Reviséo hibliogréafica

Realizou-se um levantamento bibliografico na ferramenta de pesquisa do PubMed, para a investigacéo
de prevaléncia e etiologias associadas aos fenotipos investigados no projeto (complexo MAC e FO). Além
disso, analisou-se 0s genes e as sindromes envolvidos na causativa do complexo MAC associado a FO.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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1. Andlise do CMA
Entre os 2.200 casos registrados na BBAC, foram detectados 28 casos com FO associados ao espectro

MAC, todos esporadicos. Até o0 momento 20 apresentaram material biol6gico disponivel e com qualidade
adequada para analise e, portanto, realizou-se a técnica de CMA. Dos casos ja investigados, 19
apresentaram os parametros de qualidade dentro do indicado pelo fabricante, e apenas um caso teve 0s
parametros inconclusivos e necessita de técnica complementar para a finalizagéo (Figura 1).

Os resultados da andlise estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Descricao da presenca e o nimero de CNVs* e genes presentes nestas regides

Presenca de CNV
Numero do Genes relacionados a0

case Total de Totalde | caso clinico investigados
variantes vous

Coordenada gendmica

37 PCYT1A 3029(195751951_195968643)x3

Nenhum

Nenhum

Nenhum

PDGFRA 3q29(195460464_195743997)x3

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum
PROM16 1p36.32(3224676_3336608)x3

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum
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Q
a
a Nenhum
Q

I}
MRNEIRE
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Legenda (Tabela 01): CNVs (Copy number variation); VOUS (Variant of Unknown Significance), PCYT1A (Fosfato citidililtransferase
1, colina, alfa), PDGFRA (Receptor alfa do fator de crescimento derivado de plaquetas), PRDM16 (Proteina que contém o dominio
16).

Os genes PCYT1A (3929, Fosfato citidiliitransferase 1, colina, alfa), PDGFRA (4q12, Receptor alfa do
fator de crescimento derivado de plaquetas) e PRDM16 (1p36.32, Proteina que contém o dominio 16),
descritos respectivamente nos individuos 1, 5 e 10 foram identificados em regidao de VOUS, porém suas
coordenadas genbmicas ndo foram identificadas em regides criticas e, portanto, ndo estdo estabelecidas
como causativos de defeitos congénitos. Nao h& descricdo, também, de associacdo com fenda oral ou
coloboma e (ou) micro/anoftalmia relacionados a esses genes.

Apesar dos parametros de qualidade ndo estarem dentro da referéncia, o padréo evidenciado como
resultado do caso 16 sugere a presenca de um cromossomo 4 recombinante (Figura 1A e 1B). Para sua
confirmacao, a técnica escolhida foi o exame de caridtipo de sangue periférico com banda G do trio
(proposito e genitores). A familia foi contatada e aguarda o comparecimento, ap6s a pandemia, para
execuc¢do desta técnica.

Figura 1A Figura 1B

Figura 1: 1A - Representacao esquematica da suspeicdo do cromossomo 4 recombinante do caso 16 obtido no Programa ChAS,
evidenciando uma delecé@o na extremidade do braco longo e 1B - Representacdo esquematica da suspeigdo do cromossomo 4
recombinante do caso 16 obtido no Programa ChAS evidenciando uma duplicacdo na extremidade do braco curto.
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2. Revisdo Bibliografica

Apés a selecao dos artigos, foram analisados 0s genes mais prevalentes e suas respectivas etiologias
para complexo MAC e(ou) FO. Vale ressaltar ainda que, hd muitos estudos a serem realizados na
investigacdo das etiologias de MAC e(ou) FO, e que durante a revisdo as causas foram apontadas como
pouco elucidadas, sendo dez para estes fenotipos. Entretanto, foi sugerido: aberragdes cromossémicas que
representam entre 25-30% de pacientes com AO/MO, sendo 20-45% dos casos sindrdmicos (SLAVOTINEK,
2011); condicdes monogénicas e teratogénicas, como infec¢des ou uso de substancias nocivas ao longo da
gestacao.

Além disso, observou-se que alguns genes descritos em alguns casos ainda estao sendo investigados
para FO e(ou) MAC, mas ndo sdo determinados como causativos de doengas, como o gene YAP1 (Yes-
associated protein 1) localizada em 1113, no qual houve descricdo do complexo MAC associado a FO e
outras alteracdes.

Apdbs uma pesquisa nos artigos e no OMIM, obteve-se a Tabela 2, no qual estao relacionados os genes
mais prevalentes e reconhecidos como causadores de MAC e (ou) FO e suas respectivas sindromes
associadas.

Tabela 02: Descri¢cdo dos genes reconhecidos como causadores de MAC e (ou) FO e suas respectivas sindromes.

Genes Fenétipo Doengas associadas Prevaléncia

s0%2 AD/MO

PAKS 20

STRAE AO/MO/FO

ALDHIA3 MO/20 Micraftalmia isolada

RARE A0/MO Microftalmia
sindrdmica 12

RAX 20/MO Micraftalmia isolada
E

vsx2 AD/MO

Imia com 15%

sma 3

Microfiaimia isolzdz
2

vAx1 AO/MOJFO microftaimiz
sindrémica 11

Legenda (Tabela 2): SOX2 (Sex-determining region Y-box 2); OTX2 (Orthodenticle homeobox 2); PAX6 (Paired box 6); STRA6
(Stimulated by retinoic acid 6); ALDH1A3 (Aldehyde dehydrogenase 1 family, member A3); RARB (Retinoic acid receptor, beta);
FOXS3 (Forkhead box E3); VSX2 (Visual system homeobox 2); AO (Anoftalmia) e MO (Microftalmia) e FO (Fenda oral).

3. Discussao

A investigagéo de desequilibrios genémicos em FOS, como os casos descritos neste trabalho, tém sido
investigadas por CMA em poucos estudos. Este é o primeiro estudo que aborda a associacdo entre esses
dois defeitos congénitos.

Muitos defeitos congénitos estruturais estdo associados a FO. Em um dos estudos analisado Forrester
e Merz (2006) e colaboradores, houve uma taxa acima do esperado relacionando FO com AO/MO (1,69%)
guando se comparou esses defeitos sem a FO, sendo o terceiro defeito mais comum. Destaca-se que esses
defeitos congénitos nem sempre estarao isolados.

A associacédo de fenda com coloboma e(ou) micro/anoftalmia configura quadro de anomalias congénitas
multiplas, que tém prevaléncia estimada de desequilibrios genébmicos em cerca de 15%. Assim, seria
esperado que a técnica de CMA fosse resolutiva nesta propor¢cao. Dos 20 casos investigados, 19 ndo
apresentaram desequilibrios genémicos patogénicos e apenas 1 apresentou alteracdo inconclusiva (1/20,
0,05%), sugestiva de cromossomo 4 recombinante.

Os cromossomos recombinantes sdo rearranjados estruturalmente com uma nova composicao
segmentar resultante do “crossing-over” durante a gametogénese, e geralmente se origina de genitores
portadores de inversdes ou insercdes. Para esta investigacdo, o exame de cariétipo seria um método de
investigacdo complementar ao CMA.
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O coloboma e(ou) micro/anoftalmia tem prevaléncia de 0,9-4,9: 10.000 individuos nascidos vivos, sendo
que as formas sindrémicas compreendem cerca de 4 dos casos de ano/microftalmia. Ja& foram descritos
cerca de 39 genes conhecidos que estdo associados a ano/microftalmia, sendo os principais: SOX2, OTX2
e FOXE3, como descritos na tabela acima. Nao foram evidenciados desequilibrios gendmicos envolvendo
essas regides génicas nesta amostra.

Durante a revisdo, houve um consideravel numero de artigos relacionando a alteracdo no gene
TMEM107 (Proteina transmembrana 107) com os fenoétipos descritos. Essa mutacdo esté relacionada as
ciliopatias humanas, onde ha defeitos na regulacéo proteica dos cilios priméarios. Apesar da mutacao estar
associada as Sindrome Oral-facial-digital, de Meckel Gruber e Joubert, ndo houve confirmacao para os
complexos MAC e(ou) FO. Porém, pesquisas em modelo animal detectaram algumas disfuncdes
morfolégicas craniofaciais (AO/MO e FO) no periodo embrionario, resultantes dessa variante. Logo, a
investigacdo e andlise deste gene pode, futuramente, ser uma das possibilidades diagnésticas dos casos
de complexo MAC e(ou) FO, a medida que outras pesquisas e aprofundamentos neste ramo sejam
encaminhadas.

Até o momento, os resultados deste estudo mostraram que apesar do quadro de anomalias congénitas
multiplas, ndo ocorreram desequilibrios genémicos investigados no estudo. Além deste resultado, pode-se
observar que h4 estudos, no qual a prevaléncia entre o complexo FO e complexo MAC se mostrou presente
e com altas taxas (Forrester et Al., 2005). Desse modo, é possivel que a melhor estratégia para investigacao
desta associa¢cao, na maioria dos casos seja a busca por variantes patogénicas por meio de sequenciamento
de alto desempenho. Mesmo assim, a presenca de um caso de cromossomo 4 recombinante, ainda a ser
confirmada, abre a possibilidade de que aberragcbes cromossdmicas possam também ser consideradas
durante a investigagao.

CONCLUSOES:

Foram identificados 28/2.200 casos de associacdo de fenda oral com micro/anoftalmia na BBAC,
configurando prevaléncia de 0,013. Nao foram encontrados desequilibrios gendmicos patogénicos nos 20
casos investigados até o momento. Em um caso, em que hé suspeita de um cromossomo 4 recombinante,
técnicas complementares estéo indicadas.

Ademais, frente aos achados clinicos, revisé@o bibliografica e andlise laboratorial, 0 exame por CMA e
cariotipo podem ser indicados, porém a técnica por microarray ndo € a melhor estratégia de inicio, uma vez
gue as amostras podem ser majoritariamente génicas e, portanto, outras metodologias podem ser
indicadas.

Esse tipo de estudo, auxilia no desenvolvimento e elaboracéo de melhores técnicas diagndsticas, no
conhecimento de sindromes e na estruturacao de abordagens clinicas, com o intuito de promover melhorias
psicomotoras e psicossociais aos pacientes e seus familiares que muitas vezes ndo estao habituados as
situacdes rotineiras envolvendo as alteracdes encontradas.

Em suma, pode-se destacar a relevancia do projeto em identificar estratégias que melhorem os
diagnosticos de individuos, uma vez que alguns sao tardios; registrar continuamente a ocorréncia dos
disturbios gendmicos e, consequentemente, suas alteragbes clinicas e aumentar a informacéo a respeito
destes casos clinicos, ja que ha grande prevaléncia de anomalias craniofaciais. Deste modo, consegue-se
delinear melhor os disturbios gendmicos que impactam nas fendas orais e na micro/anoftalmia.
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