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Resuwmo-

RESUMO

Classificada como a quarta anomalia congénita mais frequente em recém-nascidos,
as anomalias craniofaciais constituem um grupo diverso e complexo, determinando,
na maioria das vezes aos seus portadores, um progndéstico reservado. Dentre as
alteragbes craniofaciais destacam-se aquelas que ocorrem em fungéo de alteragdes
no desenvolvimento da linha média craniofacial. Alguns estudos genéticos mostram
o envolvimento de varios genes durante os diferentes processos de desenvolvimento
craniofacial. O gene Sonic Hedgehog (SHH) é expresso durante o desenvolvimento
normal dos tecidos da linha média facial. Alguns estudos relatam a atividade da via
sinalizadora do gene SHH na formagéo craniofacial, especialmente sua influéncia
sobre os defeitos de linha média. Os genes mais conhecidos relacionados a rede
sinalizadora do SHH compreendem, além do SHH, os genes ZIC2, TGIF, PTCH1,
GLI2, FAST1, TDGIF, SUFU e o DHCRT. O objetivo desse trabalho foi realizar a
analise de mutac¢des nos genes GLI2 e PTCH1, através do sequenciamento direto,
em 110 individuos com anomalias craniofaciais de linha média, olho e face,
previamente analisados para os genes SHH, TGIF e SIX3. Os resultados obtidos
pelo sequenciamento do gene GL/2 mostraram a presenca de quatorze variagbes
em regides codificadoras, em 14 individuos brasileiros sem parentesco: 1 delegéo, 1
insercao, 9 variantes n&do sinbnimas e 3 variantes sinbnimas. Nenhuma dessas
variagdes foram encontradas nos 96 controles brasileiros normais. Seis dos quatorze
individuos apresentavam manifestagbes fenotipicas que variavam de fissura de
labio/palato isolada com polidactilia, anomalia de arco branquial a Holoprosencefalia
(HPE) semi-lobar. Novas variantes foram encontradas nesse gene em pacientes
com comprometimento na jung¢do temporomandibular (ATM), um novo achado clinico
observado com mutagéo em GL/2.

A analise do gene PTCH1 mostrou a presenca de sete novas variagcbes em 14
individuos brasileiros ndo aparentados: 4 em regides intragénicas e 3 em regides de
splicing. Nenhuma dessas variagbes foram encontradas nos 96 controles brasileiros.
Uma duplicacéo de 18pb no intron 1 foi identificada em 7 individuos com HPE. Para
verificarmos se esta poderia ser possivelmente patogénica estabelecemos uma
colaboracdo com o Departamento de Genética da Universidade de Renné, na
Franca, a qual sequenciou a mesma regidao em 82 pacientes com HPE e 46
controles franceses. Uma duplicacdo também de 18pb sobreposta a regidao por nés
identificada (c.202-58 202-49dupAAGCGGGCGTGGGCGCGC) foi encontrada em
5 pacientes afetados e em 11 controles normais. Esse resultado mostra que essa
variacdo pode ser considerada um polimorfismo raro ao invés de uma mutacéo
patogénica, mesmo nao sendo encontrada no controle brasileiro. A delegdo de 3pb
encontrada também em regido de splicing pode ou ndo gerar uma proteina anémala
e com isso prejudicar o funcionamento da rede sinalizadora do SHH. Varia¢des
genéticas que prejudiguem a maquinaria de splicing podem contribuir para a
predisposicao de diferentes doencas humanas e para a severidade do fenétipo.

Palavras-chave: anomalias caniofaciais; defeitos de linha média; Gli2; PTCH1;
variagdes



Abstract

ABSTRACT

Classified as the fourth most frequent congenital anomaly in newborns, the
craniofacial anomalies occupy a wide and complex group, setting in the most of its
carriers, a reserved prognosis. Some genetics studies show the involvement of
several genes during different processes of craniofacial development. The Sonic
Hedgehog gene (SHH) is expressed during the normal development of the midline
facial tissues. Some of the studies reveals the activity of the signaling pathway of the
SHH in the craniofacial formation, specially on its influence on the defects in the
midline. The most known genes related to the SHH signaling pathway include, Z/C2,
TGIF, PTCH1, GLI2, FAST1, TDGIF, SUFU and DHCRT, besides SHH. The main
purpose of this work was to analyze the mutations in the GL/2 and PTCH1 genes,
through direct sequencing, in 110 individuals with midline craniofacial anomalies,
previously screened for SHH, TGIF and SIX3 genes. The results obtained by direct
sequencing of GL/2 gene show the presence of 14 variations in coding region, in 14
unrelated Brazilian individuals: 1 deletion, 1 insertion, 9 no synonymous variants and
3 synonymous variant. None of these variations were found in the 96 Brazilian
control individuals. Six of the fourteen individuals had phenotypic manifestations that
varied from isolated lip/palate cleft with polydactyly, branchial arch anomalies to
semi-lobar Holoprosencephaly (HPE). New variants were found in this gene in
patients with temporomandibular joint commitment, a new clinical finding noted in
GLI2 mutation.

The analysis of PTCH1 gene shows the presence of seven new variants in 14 unrelated
Brazilian individuals: 4 in intragenic regions and 3 in splicing regions. None of these
variations were found in the 96 Brazilian control group. The duplication of 18pb, found on
intron 1 in 7 individuals with HPE, took attention and, to be sure if that could be
pathogenic, the sequencing of the same region in 82 patients with HPE and 46 french
control group was carried out in collaboration of the University of Renné, in France. A
overlapped 18bp duplication (c.202-58 202-49dupAAGCGGGCGTGGGCGCGC)
was found in 5 affected patients and in 11 in the group control. This result shows that
this variation can be considered a rare polymorphism instead of a deleterious
mutation, even not being found in Brazilian control. The deletion of 3pb also found in
splicing may create an anomalous protein and so could harm the SHH pathway
signaling operation. Genetic variations which damage the splicing machinery can
contribute to predisposition of different human illnesses and to the phenotype
severity.

Key word: craniofacial anomalies; midline defect; Gli2; PTCH1, variation
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1 INTRODUGAO E REVISAO DE LITERATURA

1.1 DESENVOLVIMENTO CRANIOFACIAL

As anomalias congénitas, presentes em cerca de 2 a 3% dos recém-
nascidos, constituem uma importante causa da mortalidade infantil e morbidade na
infancia. Aproximadamente trés quartos das criangas com defeitos congénitos
apresentam anomalias que afetam estruturas craniofaciais, as quais podem ocorrer
de forma isolada ou como componente de diversas sindromes, dentre elas
anomalias de multiplos sistemas. Defeitos craniofaciais resultam em deficiéncias ao
longo da vida, podendo representar grandes desafios para as familias e para a
sociedade e, ainda, terem sérios efeitos na expectativa de vida do individuo afetado.
A cirurgia tem sido a intervengédo primaria para essas desordens, mas o desafio
crescente para os profissionais que cuidam dessas criangas € desenvolver novos
métodos de tratamento e de prevengao para as desordens que envolvem a estrutura

craniofacial (Shanske, 2010).

O desenvolvimento craniofacial normal dos vertebrados é um evento
complexo e dinamico, envolvendo multiplos estagios, iniciando com a formacéao da
crista neural, necessaria ao desenvolvimento do sistema nervoso central. O sistema
nervoso central (SNC), fundamental para o desenvolvimento do complexo
craniofacial, surge da placa neural, uma camada homogénea de células epiteliais
que constituem a superficie dorsal no estagio de gastrula. A medida que a placa
neural se dobra para formar o tubo neural, o final anterior alargado se segmenta em
trés vesiculas. Essas vesiculas sdo os primérdios do desenvolvimento do cérebro
anterior (prosencéfalo), cérebro médio (mesencéfalo) e cérebro posterior
(rombencéfalo). A expanséo do cérebro anterior da origem ao processo frontonasal
e as células da crista neural, derivadas do cérebro médio e do cérebro posterior
(que, nesse momento, encontra-se segmentado em oito pares de rombdmeros),
migram para a regido dos arcos faringeos, dando origem a maioria do mesénquima
dos arcos faringeos, os quais estdo intimamente relacionados ao desenvolvimento
das regidbes média e baixa do complexo craniofacial (Chai et al., 2000; Wilkie e

Morris-kay, 2001; Mao e Nah, 2004). Dessa forma, o ponto central do
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desenvolvimento craniofacial € a segmentacdo do SNC que, em conjunto com a
migragcdo das células da crista neural, ddo origem a grande parte da cabeca e do
pescoco e de seus compartimentos associados e individualizados. Atividades
indutivas e sinalizadoras coordenam o crescimento do primérdio facial a partir de
brotos mesenquimais indiferenciados até um intrincado mosaico de estruturas
Osseas e cartilaginosas que, em conjunto com musculos e outros tecidos,
constituirdo o arcabougo definitivo da face (Francis-West et al., 1998; Wilkie e
Morris-kay, 2001; Alappat et al., 2003; Passos-Bueno, 2009).

As interagdes complexas entre multiplos tecidos embrionarios incluindo
crista neural, mesoderma pré-cordal e ectoderma, requerem regulacéo precisa de
migracao, crescimento, modelamento e diferenciacdo dos tecidos craniofaciais
(Francis-West et al., 1998; Wilkie e Morris-Kay et al., 2001; Jiang et al., 2006; Nie et
al., 2006). O meio pelo qual as moléculas controlam as interacbes ecto-
mesenquimais, que mediam a morfogénese e crescimento craniofacial, ainda nao é
totalmente conhecido e, seguramente, existem centenas de possiveis moléculas

sinalizadoras, com seus devidos genes candidatos, envolvidas nesta tarefa.

Disrupcao na regulagdo do processo de desenvolvimento craniofacial,
causada por fatores genéticos e/ou ambientais, pode resultar em diferentes tipos de
anomalias craniofaciais, as quais incluem, principalmente, alteragdes estruturais de
SNC, defeitos de fechamento dos ossos do cranio, defeitos de linha média
craniofacial com hipotelorismo ocular (holoprosencefalia), defeitos de linha média
craniofacial com hipertelorismo ocular (alteracbes do processo frontonasal), fissuras
orofaciais tipicas e atipicas e alteracbes de primeiro e segundo arcos faringeos
(Gorlin et al., 2001; Wilkie e Morris-kay, 2001) Ao longo dos anos, os resultados de
estudos morfolégicos de embrides, de estudos em modelos animais (mutantes
naturais ou modificados pela acao de teratdgenos e de genes) e de estudos clinicos,
citogenéticos e moleculares das anomalias craniofaciais humanas permitiram
compreender alguns eventos do complexo desenvolvimento craniofacial e identificar
genes que o regulam, incluindo aqueles que codificam fatores de transcrigao, fatores
de crescimento, receptores de fatores de crescimento e moléculas sinalizadoras
(Francis-West et al., 1998; Cobourne, 2000; Wilkie e Morris-Kay, 2001; Jiang et al.,
2006; Nie et al., 2006; Ciurea e Toader, 2009; Passos-Bueno, 2009).
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Camundongos nocautes (mutantes homozigotos), com perda de fungéo de
genes que se expressam na cabeca e na face, mostram varias anomalias
craniofaciais, como por exemplo: defeitos de linha média em camundongos nulos
para shh (sonic hedgehog) e Otx2 (orthodenticle homologue 2), defeitos de tubo
neural em camundongos nulos para Pax3 (paired box gene 3), twist e Gli3 (gli-
Kruppel family member 3), entre outros (Wilkie and Morris-Kay, 2001). Alteracdes
nos genes homoélogos humanos desses genes foram relacionadas a diferentes
anomalias craniofaciais: mutacdes no SHH em defeito de linha média craniofacial
com hipotelorismo (holoprosencefalia); microftalmia isolada e fissura orofacial (OMIM
600725); OTX2 em microftalmia sindrébmica (OMIM 610125); PAX3 na sindrome de
Waardenburg tipo 1 (OMIM 193500); TWIST1 na sindrome de Saethre-Chotzen
(OMIM 101400); e GLI3 nas sindromes cefalopolissindactilia de Greig (OMIM
175700) e Pallister-Hall (OMIM 146510).

1.2 ALTERAGOES DA LINHA MEDIA CRANIOFACIAL

Dentre as alteragbes craniofaciais, merece especial destaque aquelas que
ocorrem em funcdo de alteragdes no desenvolvimento da linha média craniofacial. A
linha média representa um campo primario de desenvolvimento, com propriedades
morfogenéticas que, além de determinar o plano de clivagem de gémeos
monozigoticos, determina a posicao das visceras (Opitz e Gibert, 1982; Opitz, 1993).
Os defeitos de linha média, em sua maioria, defeitos de diferenciagdo incompleta,
incluem anomalias do SNC, fissuras faciais medianas, fissuras de
labio/palato/mandibula/laringe, defeitos cardiacos, hipospadia, anus imperfurado,
entre outros. Os mais frequentes sdo: anomalias de SNC, principalmente
holoprosencefalia e suas variantes, agenesia de corpo caloso, outros defeitos de
interconexao rostral, anomalia de Dandy-Waker, anomalias cerebelares e defeitos

de fechamento do tubo neural (revisado por Guion-Almeida, 2000).

As alteracbes da linha média craniofacial podem levar a diferentes fenotipos
faciais. A diminuicdo da linha média craniofacial pode resultar em hipotelorismo
ocular de grau variado, agenesia/hipoplasia do osso nasal comuns na sequéncia de

holoprosencefalia. Por outro lado, a expansao da linha média e, consequentemente,
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do processo frontonasal, pode resultar em hipertelorismo ocular, alargamento da
base nasal e fissura orofacial (geralmente mediana) comuns na displasia frontonasal
(Brugmann et al., 2010). Os defeitos de linha média craniofacial, assim como outras
anomalias craniofaciais, podem ocorrer de forma isolada ou como parte do espectro
clinico de diferentes sindromes (Guion-Almeida et al.,1996, 2000; Guion-Almeida e
Lopes, 1997, 2003; Guion-Almeida e Richieri-Costa, 1999, 2001, 2003, 2006;
Richieri-Costa e Guion-Almeida, 2004; Richieri-Costa e Ribeiro, 2005; Dubourg,
2007) que, em sua grande maioria, tem etiologia desconhecida. Em algumas
situacdes, como na holoprosencefalia ndo sindrbmica e em algumas formas de

displasia frontonasal sindrémica, genes causadores puderam ser identificados.

1.2.1 O gene SHH e o desenvolvimento da Linha Média Craniofacial

O espectro dos defeitos de linha média craniofacial inclui malformag¢des com
reducdo ou com aumento do espaco interorbitario. E possivel visualizar uma escala
linear e gradual de malformagdes abrangendo fendtipo extremos, iniciando de um
lado com o hipotelorismo grave, evoluindo até o hipertelorismo acentuado com
biparticado facial (Diprosopus), e entre esses dois extremos, os casos de hipo e
hipertelorismo menos graves, tendo como ponto de referéncia mediano a face

normal (Figura 1).

No inicio da embriogénese dos vertebrados, o gene Sonic Hedgehog - SHH
(Shh; OMIN* 600725) é expresso durante o desenvolvimento normal dos tecidos da
linha média facial. Alguns estudos relataram a atividade da via sinalizadora do gene
Sonic Hedgehog (SHH) na formacéo craniofacial, especialmente sua influéncia
sobre os defeitos de linha média. A sinalizacdo do gene SHH é conhecida por estar
envolvida em numerosos eventos chaves de desenvolvimento durante a
embriogénese, incluindo a estabilizacdo do eixo direito-esquerdo, o padréo
dorsoventral do tubo neural, o desenvolvimento craniofacial, o desenvolvimento do
cérebro, da pituitaria, dos membros e da ectoderme, entre outros. Esse respectivo
gene se expressa como uma proteina sinalizadora na notocorda e células da placa
neural tendo como fungcédo primordial a regulagdo dos centros organizadores do

prosencéfalo e rombencéfalo (Roessler e Muenke, 2003). Em 1999, Hu e Helms



1 Introducdo e Revisdo de Literatuwo 17

realizaram um estudo com embrides de galinha para verificar a participagdo do SHH
na formagéo craniofacial e observaram que a perda de atividade do mesmo inibe o
crescimento de estruturas da face do embrido de galinha, resultando em defeitos
analogos ao hipotelorismo e a fissura labiopalatina, caracteristica das formas leves
de holoprosencefalia (HPE). Em contrapartida, o excesso de atividade do SHH leva
a uma ampliacdo médio-lateral do processo fontonasal e o alargamento entre os
olhos, condigdo essa conhecida como hipertelorismo. Em casos mais graves, esse

alargamento é acompanhado por duplicagao facial.

Um estudo recente (Brugman et al., 2010) corroborou essa teoria, mostrando
que niveis alterados de expresséao da proteina Hedgehog durante o desenvolvimento
da linha média facial leva a proliferagdo celular descontrolada. Os dados obtidos
nesse estudo sugerem que mutagdes que resultem no excesso de sinalizagdo de
Hedgehog levam diretamente a um aumento na proliferagdo das células da crista
neural, podendo manifestar hipertelorismo. Do contrario, a diminuicdo dessa
sinalizacdo levaria a uma queda significativa na proliferagdo dessas células
resultando em hipotelorismo e casos extremos, como ciclopia. Os autores
propuseram a hipétese de que tanto o estreitamento da linha média facial quanto a
excessiva expansédo da mesma séo relacionadas a disrupgdes da via sinalizadora do
SHH.
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Figura1 - O esquema indica niveis da proteina Hedgehog em cortes de tecido embrionario. (A)
“Estado Normal” possui uma atividade moderada de Hedgehog na linda média (azul
claro). Vérios graus de expanséo da linha média, incluindo hipertelorismmo, duplicagdo
facial e Diprosopus possuem atividade excessiva de Hedgehog (Azul escuro). Varios
graus de colapso da linha média incluem ciclopia e hipotelorismo que sao causados por
niveis insuficientes de Hedgehog (branco). (B) Fenétipo facial. (C) disturbios
craniofaciais previamente identificados que tem sido atribuido a uma perda ou ganho de
atividade Hedgehog (Brugman et al., 2010)

A via sinalizadora do gene SHH tem sido objeto de intensa investigacao nao
s6 pelo seu papel no seu desenvolvimento embrionario, mas também em diferentes
tipos de cancer. A recepcao de células alvo é mediada via interacédo direta com a
proteina transmembrana Patched1 (PTCH1). Em estado de repouso, Pfch1 inibe a
transducado, a qual € apenas liberada pela ligacdo da proteina ligante Shh (Stone et
al., 1996). O inicio da sinalizacdo de Shh ocorre quando este se liga ao receptor de
membrana Ptch1, que por sua vez interage com a proteina Smoothned (Smo).
Normalmente PTCH1 inibe Smo. Ap6s a ligacdo de Shh com Ptch1, Smo é liberado
da acgao inibitéria de Ptch1 e a cascata de sinalizacdo que ativa os genes alvos de
Shh é iniciada (Taipale e Beachy, 2001).
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Figura 2 - Via sinalizadora de SHH

Os genes mais conhecidos relacionados a rede sinalizadora do SHH
compreendem, além do SHH, os genes ZIC2, TGIF, PATCH1, GLI2, FAST1, TDGIF,
SUFU e o DHCRT. Outros genes nao pertencentes a esta rede incluem o gene SIX3
e uma série de outros candidatos até o presente, apenas com regides identificadas

(Kamnasaran et al., 2005).

1.2.2 Holoprosencefalia

Dentre as malformacgdes craniofaciais associadas a diminuicdo da linha
média, a mais estudada é a Holoprosencefalia. A Holoprosencefalia (HPE; OMIM
236100) é uma malformagdo do cérebro resultante da clivagem incompleta do
prosencéfalo entre os dias 18 e 28 do desenvolvimento embrionario humano (Franca
et al.,, 2010). O termo HPE foi proposto por DeMeyer e seus colaboradores, em
1963, para definir o envolvimento dos componentes do prosencéfalo - telencéfalo e o
diencéfalo. A HPE apresenta uma alta incidéncia de 1:250 durante a embriogénese
(Matsunaga e Shiota, 1977), mas devido a letalidade intra-uterina a frequéncia € de
1:16.000 nascidos vivos (Roach et al.,, 1975). De acordo com a gravidade das

malformacgbdes cerebrais sao definidos quatro tipos: 1) HPE alobar, 2) HPE
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semilobar, 3) HPE lobar e 4) fuséo inter-hemisférica média (MIHF). A classificacdo

anatémica dos quatro tipos de HPE segue a Tabela 1.

Tabela 1 - Classificagdo anatémica dos diferentes tipos de HPE e suas severidades

Presenca de um Unico e pequeno ventriculo
prosencefalico

Auséncia de divisdo interhemisférica
HPE-ALOEAR Auséncia dos bulbos olfatérios ou de suas vias
Auséncia de corpo caloso

N&o separagao dos nucleos cinzentos profundos

Lobulos cerebrais rudimentares
Divisdo interhemisférica incompleta

Auséncia ou hipoplasia dos bulbos olfatérios ou de suas

HPE-SEMI LOBAR .
vias

Auséncia de corpo caloso

Variagédo da separacéo dos nucleos cinzentos profundos

Lébolo cerebral totalmente desenvolvido
Distinta divis&o interhemisférica
HPE-LOBAR Linha média do neocértex frontal continua
Corpo caloso ausente, hipoplasico ou normal

Separagéo dos nucleos cinzentos profundos

Falha da separacao dos lobos frontal e parietal posterior
"Callosal genu" e esplénio normalmente formados
MIHE Auséncia de corpo caloso

Hipotalamo e nudcleos lentiformes normalmente
separados

Massa cinzenta heterotopica

*Modificado de Dubourg et al. (2007)

Foi também descrito um fendtipo mais leve e distinto dentro do espectro
holoprosencefalico denominado HPE-‘like”. Os portadores apresentam faceis
caracteristica da HPE (hipotelorismo, incisivo central superior unico, fissura
labiopalatina, hipoplasia da face média, microcefalia) acompanhada de sistema
nervoso central integro ou com pequenos desvios da normalidade (Richieri-Costa e
Ribeiro, 2006b). Os principais macro/microssinais dentro deste espectro heterogéneo
incluem: diminuicdo do perimetro craniano, agenesia ou hipoplasia da espinha nasal

anterior, auséncia ou diminuicdo do angulo frontonasal, hipotelorismo, anomalias
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oculares diversas, maxila hipoplasica, nariz hipoplasico, asas nasais hipoplasicas,
auséncia de ponta nasal, estenose da abertura nasal, filtro hipodesenvolvido,
incisivo central unico, fissura labiopalatina mediana ou falsa mediana, e mal oclusao
(Richieri-Costa e Ribeiro, 2006 a,b).

O aconselhamento genético em familias com HPE torna-se muito complexo
devido a extrema variabilidade fenotipica, a heterogeneidade genética e o alto risco

de recorréncia (13%) em casos aparentemente esporadicos (Bendavid et al., 2009).

Algumas anomalias cromossOmicas estruturais nao aleatorias foram
previamente observadas em HPE. Foram previstos pelo menos 12 loci diferentes
para a holoprosencefalia, e destes, oito genes foram realmente implicados na
etiologia com mutagdes encontradas em casos isolados, isto &, ndo sindrébmicos e
sem anomalias cromossdmicas: Sonic hedgehog (SHH; MIM 600725; 7q36; HPE3)
(Belloni et al., 1996; Roessler et al., 1996), ZIC2 (13q32; MIM 603073; HPES5)
(Brown et al., 1998), SIX3 (2p21; MIM 603714; HPE2) (Wallis et al., 1999), TGIF
(18p11.3; MIM 602630; HPE4) (Gripp et al., 2000), PATCHED-1 (MIM601309; 9g22)
(Ming et al., 2002), TDGF1 (MIM 187395; 3p21.31) (de la Cruz et al., 2002), FOXH1
(MIM 603621; 89g34) (Roessler et al.,, 2008), e GLI2 (MIM 165230; 2924; HPE9)
(Roessler e Muenke, 2003). No total, esses genes estdo envolvidos na via
sinalizadora do SHH, na via Nodal/Fator beta transformador de crescimento (TGFf),

ou até mesmo como fator de transcri¢ao.

O modelo principal relacionado com as HPE refere-se a rede sinalizadora do
gene SHH, a qual controla decisbes celulares criticas em relagdo ao destino de
multiplos sistemas, particularmente nas células tronco e, a partir delas, funcionando
como um “interruptor” — inibidor ou facilitador — ditando o destino celular desde

etapas iniciais do embrido até a vida adulta (Lai et al., 2004).

O gene SHH também esta envolvido em diversas etapas do
desenvolvimento ocular, uma delas relacionada ao fechamento da fissura Optica
através do controle da expressdo do gene PAX2 (Weston et al.,, 2003) e nos
mecanismos diretamente ligados a morfogénese ocular relacionados a especificacao

das células retinianas em vertebrados (Donner e Maas, 2004).

A importancia de estudos referentes a anomalias oculares deve-se ao fato

de que a frequéncia de microftalmia, anoftalmia e colobomas em humanos varia
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entre 1/5.000 a 1/10.000 nascimentos e determinam grave comprometimento da
funcéo visual (Morrison et al., 2002; Schimmenti et al., 2003). A maioria destes
defeitos esta relacionada com alteragbes de fechamento da fissura 6ptica (Morrison
et al., 2002).

1.3 ESPECTRO OCULOAURICULOVERTEBRAL (EOAV)

Os 1° e 2° arcos branquiais sdo primérdios embrionarios que contribuem
para o desenvolvimento craniofacial. Interferéncias no seu desenvolvimento normal
podem resultar em alteragdes, de gravidade variavel, envolvendo maxila, mandibula
e orelha. Anomalias podem ocorrer isoladamente ou em diferentes combinagdes,
caracterizando quadros malformativos diversos. As malformagdes de orelhas
(microtias), sinal clinico mandatério do espectro oculoauriculovertebral (EOAV)
(OAVS; OMIM 164210), podem ocorrer isoladamente ou, ainda, como parte de
quadros malformativos diversos (Gorlin et al., 2001). Nao ha uma concordancia com
relacao ao critério minimo no diagnéstico das OAVs, mas microtia ou microssomia
hemifacial juntamente com malformagcéo leve na orelha, como saliéncias e
apéndices pré-auriculares, podem representar manifestacoes leves das OAVs
(Gorlin et al., 2001).

Extrema variabilidade clinica € caracteristica do EOAV e, nem sempre, 0
envolvimento se limita as estruturas faciais. Anomalias cardiacas, pulmonares,
gastrointestinais, geniturinarias, esqueléticas e do sistema nervoso central tém sido
observadas em pacientes com EOAV (Rollnicket al.,1987). Ndo ha consenso na
literatura quanto a nomenclatura para o EOAV, dessa forma, outros termos tém sido
sugeridos para representar esse amplo espectro de anomalias de 1° e 2° arcos
branquiais, tais como: microssomia hemifacial, sindrome de Goldenhar, displasia
oculoauriculovertebral, displasia facioauriculovertebral, sindromes de 1° e 2° arcos
branquiais, entre outros (Cohen et al., 1989; Rollnick et al., 1987; Gorlin et al., 2001;
Vendramini et al., 2007; Wieczoreket et al., 2007; Vendramini-Pittoliand e Kokitsu-
Nakata, 2009).

A incidéncia dessa malformacao foi estimada em 1/5.600 (Grabb, 1965),

contudo outros autores sugerem uma prevaléncia menor de nascidos vivos de
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1/20.000 (Stoll et al., 1984). O mecanismo etiol6gico das OAVs, o qual pode afetar o
embrido aproximadamente do 30° ao 45° dias de gestacdo, ainda permanece
desconhecido. Varias alteragdes citogenéticas tém sido associadas a etiologia das
OAVs (Jehee et al., 2008; Schell-Apacik et al., 2008). Muitas das alteragcbes
cromossbmicas foram especificas em pacientes, mas o envolvimento dos
cromossomos 5, 18, 22 e X foram relatados mais de uma vez (Passos-Bueno et al.,
2009). Foram encontrados casos esporadicos, porém, relatos familiares
normalmente compativeis com heranga autossébmica dominante tém sido
observados de 2-10% dos casos (Gabbett et al., 2008; Vendramini-Pittoli e Kokitsu-
Nakata, 2009). A presenca de mutacdo no gene GL/2 em um individuo com
anomalias envolvendo 1° e 2° arcos branquiais, em associagdo com anoftalmia e
anomalia de SNC, foi descrito por Rahimov et al. (2006). Embora a fungéo da familia
de genes GL/ n&do seja bem conhecida, é possivel que haja relagdo entre a mutacao
no gene GL/2 e o fenétipo EOAV. A heterogeneidade etiolégica incluindo fatores
genéticos e ndo genéticos sao vistos como sendo a mais provavel explicacédo das
OAVs (Passos-Bueno et al., 2009).

Diversas sédo as condigbes que cursam com anomalias de estruturas
derivadas dos arcos branquiais € devem ser diferenciadas do EOAV, entre elas,
sindrome de Treacher-Collins, sindrome de Nager, sindrome Genée-Wiedemann,
sindrome branqui-oto-renal, sindrome Townes-Brocks, sindrome do hipertelorismo,
microtia e fissura labiopalatina, sindrome da microtia, atresia aural e surdez
condutiva, sindrome auriculo-condilar e as associagbes CHARGE, VATER e
MURCS.

1.4 GENE PTCH1

O gene Patched-1 (PTCH1), que codifica uma proteina transmembrana
receptora de Shh, atua como repressor da sinalizacdo de Shh na auséncia desse
ligante. Apdés a ligacdo de Shh com Ptch1, a atividade repressora de Ptch1 é
aliviada, e a rede sinalizadora de Shh é ativada, liberando assim a acédo de outros

genes responsaveis ao desenvolvimento craniofacial (Stone et al.,1996).
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O gene humano PTCH1 é um gene supressor tumoral mapeado na regiao
9q922.3. Ele possui uma estrutura complexa composta por 23 exons que codifica uma

glicoproteina transmembrana de 1441 aminoacidos (Johnson et al., 1996).
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Figura 3 - Modelo da proteina Pftch1 N (porcdo N-terminal), C (por¢cao carboxi-terminal).
Posicdo de 4 aminoacidos mutados encontrados por Ming et al. (2002) em
pacientes com HPE. 1: A393T; 2: T728M, 2: S827G; 4: T1052M

Alguns estudos mostraram que a perda da proteina Ptch leva a um aumento
da atividade sinalizadora de Shh (Goodrich et al., 1997). Ao contrario das condi¢des
resultantes da perda da fungédo de Ptch (e subsequente ativacéo da via de SHH),
Ming et al. (2002) hipotetizou que mutacdes em genes que codificam outros
componentes da via sinalizadora de SHH também poderiam estar associadas a
HPE. Eles previam que, com o aumento da atividade repressora de PTCH1 na via
SHH, mutacbes em PTCH1 causariam diminuicdo da sinalizacdo de SHH e
consequentemente levariam ao fen6tipo HPE. Mutagdes podem afetar a capacidade
de PTCH1 de se ligar em SHH ou perturbar a interagdo entre 0 mesmo com outras

proteinas envolvidas na sinalizacdo de SHH (Ming et al., 2002).

A haploinsuficiéncia desse gene tem sido mostrada também como causa da
sindrome do carcinoma da célula nevdide basal (Sindrome de Gorlin) (Johnson et
al., 1996). Mutacbes que levam a perda da funcdo de PTCH tém sido identificadas
em carcinomas de célula basal esporadico e em outros tipos de tumores (revisado
por Saldanha, 2001).
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Até o momento, treze mutagcdes foram descritas no gene PTCH1 em
individuos com Holoprosencefalia e/ou com microssinais relacionados a essa
malformacédo. Apenas uma dessas mutag¢des foi descrita em um paciente com HPE
associada a microftalmia bilateral (Ribeiro et al., 2006). Alguns pacientes

apresentaram a mesma mutagéo, porém com fendétipos diferentes.

Tabela 2 - Mutagdes no gene PTCH1 descritas até 2021 em individuos portadores de HPE (ou com
fenétipos relacionados a essa malformagédo) e em pacientes com alteragdes das estruturas
orbitérias associadas a anoftalmia e/ou microftalmia

Variagdes na Sequencia Referéncia Fenotipo

c.1165G>A p.A393T Ming et al. (2002) HPE semilobar com Fissura Bilateral de
labio e palato

c.2171C>T p.T728M Ming et al. (2002) HPE semilobar

c.2171C>T p.T728M Ming et al. (2002) Incisivo central Unico, fissura de

labio/palato bilateral e atraso de
desenvolvimento

c.2171C>T p.T728M Ming et al. (2002) HPE com agenesia parcial do corpo
caloso, panhipopituitarismo, fissura
mediana de labio e palato e moderado
atraso de desenvolvimento

c.2471A>G p.S827G Ming et al. (2002) HPE com fissura de labio bilateral
c.3143C>T p.T1052M Ming et al. (2002) HPE alobar
c.1316A>G p.A443G Ribeiro et al. (2006) HPE alobar com fissura de labio bilateral
e fissura de palato
c.2240T>C p.V751G Ribeiro et al. (2006) HPE alobar com microftalmia bilateral
c.2711T>G p.V908G Ribeiro et al. (2006) HPE alobar
c.2711T>G p.V908G Ribeiro et al. (2006) HPE lobar
c.3143C>T pT1052M Ribeiro et al. (2006) HPE-like com fissura de labio/palato
bilateral

c.2171C>T p.T728M Rahimov et al. (2006) HPE-like

Dupl360pb Derwinska et al. (2009) Microcefalia e atraso de desenvolvimento

1.5 GENE GL/2

Em vertebrados, trés genes da familia Gli (Gli1, Gli2 e GIi3) tém sido
implicados na mediacéo da sinalizagdo da proteina Shh. Essa via pode ser mediada
por diferentes proteinas Gli em varios contextos, sendo a Gli1 e Gli2 as mais

importantes (Sazaki et al., 1997; Ruiz i Altaba, 1998), embora tenha sido sugerido
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que GIli3 seja também importante para a mediacdo da mesma (Sasaki et al., 1999).
Além disso, a interagdo antagonista entre as proteinas Gli3 e Shh é critica durante o
desenvolvimento precoce do tubo neural ventral (Ruiz i Altaba, 1999). Durante o
desenvolvimento craniofacial, o gene Gli1 € fortemente expresso ao longo da linha
média em resposta a sinalizacdo de Shh, sendo considerado um marcador fiel as
respostas celulares a ativagdo de Shh. Por outro lado os genes Gli2 e GIi3 séao
fortemente expressos em regides mais laterais, sugerindo que esses possam ser

regulados por outros fatores (Park et al., 2000).

Em eucariontes superiores, a atividade de Gli reflete a fungéo repressora e
ativadora combinada de todas as proteinas Gli (Gli1, Gli2 e Gli3) (Ruiz i Altaba,
1999) presentes no interior da célula. A analise detalhada de varios camundongos
mutantes tem levado a varias conclusdes sobre a fun¢ao da proteina Gli in vivo: Gli1
ndo € necessario para a transdugéo normal de sinal de Hh, Gli2 atua primariamente
como um ativador transcricional, mas pode ter alguma atividade repressora e Gli3
geralmente funciona como um repressor mas pode ser um ativador fraco em certos
contextos celulares (Bai et al., 2004). Em geral, Gli2 parece ser o ativador
transcricional primario mediando respostas a Hh em camundongos (Corrales et al.,
2004).

O gene GLI/2 possui 13 exons (Roessler et al., 2005) sendo que apenas 8
correspondem a regiao codificadora. Este gene foi mapeado na regiao 2q14 e possui
quatro isoformas podendo codificar proteinas com 812, 829, 1241 e 1258
aminoacidos (Matsumoto et al., 1996). As proteinas codificadas por esse gene
apresentam um dominio repressor (N-terminal), um dominio Trans ativador (C-
terminal) e um dominio fator dedo de Zinco, o que permite a sua ligacdo em
determinadas regidées do DNA (DNA-biding) (Roessler et al., 2005).
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Figura 4 - DNA binding (fatores dedo de zinco correspondem aos aminoacidos 437 a 594)
(Roessler et al., 2005)

Alguns estudos com camundongos nocautes mostraram que a remog¢ao do
Gli2 leva a um fenotipo embrionario letal com defeitos no desenvolvimento precoce
do cérebro e espinha cordal, os quais incluem a auséncia do assoalho da placa,
defeitos craniofaciais secundarios, e um fenétipo cerebral expandido, porém com
vesiculas telencefalicas atréficas e redugéo cerebral dorsal, incluindo o cerebelo
(Roessler et al., 2003; V. Palma e A.R.A., trabalho nao publicado).

Os primeiros casos de mutagdes no gene GL/2 em pacientes com fendtipo
dentro do espectro da HPE foram descritos em 2003 por Roessler et. al. Foram
estudadas quatro familias com relatos de membros afetados em duas delas. A
polidactilia também foi observada em duas familias sendo recorrente em uma delas
(Roessler et al., 2003). Em 2008 o relato de trés pacientes brasileiros com
holoprosencefalia e variavel envolvimento do sistema nervoso central, microftalmia e
anomalia do primeiro arco branquial sugeriram que muta¢des nos genes GLI/2 e

PTCH1 nao poderiam ser descartadas (Guion-Almeida et al., 2008).

Até o momento, dezoito mutagbes foram descritas no gene GL/I2 em
individuos com anomalias craniofaciais. Dentre essas, nove foram encontradas em
individuos com Holoprosencefalia e com microssinais relacionados a essa
malformacgao. Apenas duas mutagdes foram descritas em pacientes com alteragcbes
das estruturas orbitarias associadas a anoftalmia e/ou microftalmia, sendo uma
delas previamente relatada por David et al. (2009). Quatro novas mutacdes foram
descritas em pacientes com polidactilia e, dentre esses casos, apenas um dos

pacientes apresentavam HPE.
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Tabela 3 - Dezoito mutacdes no gene GLI/2 foram descritas até abril/l2012 em pacientes com
anomalias craniofaciais. Nove em individuos portadores de HPE ou com fenétipos
relacionados a essa malformagdo. Duas das mutagdes foram encontradas em pacientes
com alteracdes das estruturas orbitarias associadas a anoftalmia e/ou microftalmia. Trés

mutagdes foram encontradas em individuos com polidactilia

Variagoes na

Variagado na

s . B Referéncia Fendtipo
rquencia proteina
Fissura de labio e palato bilateral, microcefalia, hipotelorismo,
Roessler et al. hexodactiliaposaxial, incisivo central Unico, deficiéncia de
C339G=A pRwiASX (2003) horménio cFI)e crescimento associado com hipoplasia da
pituitaria, sem outras malformagdes obvias no prosencéfalo.

Hipotelorismo, narina Unica, extrema hipoplasia da face media,

IVS5+1G>A Roessler et al. microcefalia, atraso de desenvolvimento, fissura de labio
- (2003) pseudomediana, deficiéncia de horménio de crescimento,
severo retardo, sem anomalia 6bvia do prosencéfalo.
c.502C>T p.R168X R°e(323(')%r3‘)3t . HPE
Roessler et al Hipoplasia da face media, fissura de labio e palato,
c.227del1 _ " panhipopituitarismo, nervo éptico hipoplasico, polidactiliaposaxial
(2003) : . AP

bilateral e auséncia da pituitaria.
c.451A>G pAtsIG AN TENStel HPE-like
c.3677C>T p.P1226L Rahé;”(fa’ﬁft al HPE lobar
c.1809C>T p.P604S Rahimov et al. Anoftalmia, anomalia no arco braquial, anomalias no sistema

(2006) nervoso central.
¢.3348G>A p.M116 Rahzrznooalﬁv?t al. Aplasia Heminasal e anomalias na 6rbita.
Grave atraso de desenvolvimento neuropsicomotor,
polidactiliapos-axial bilateral, auséncia de defeitos da linha
¢.2362_2368del p.L788fsX794 Franga et al. m,edia facial, distl’ujbios .hormonais. Diminuigé_o c,ic_) tama.nh_o’d.o
(2010) cérebro com assimetria cerebral de hemisférios, pituitaria
anterior hipoplasica, lobo pituitario posterior ectopico na
eminéncia mediana, auséncia de anomalias HPE-like.
Franca et al Fissura de labio e palato, ponte nasal baixa, criptorquidia
c.2081_2084del p.L694fsX722 " unilateral, distdrbios hormonais, pituitaria anterior hipoplasica,
(2010) el ’ o .
lobo pituitério posterior ectopico, nenhum sinal de HPE.
Francaetal. Atraso de desenvolvimento, distirbios hormonais, pituitaria
BT PR (2%10) anterior hipoplasica, auséncia de HPE. i
Osso frontal alto, perfil facial baixo, ponte nasal baixa, crista
Bertolacini nasal larga, septo nasal hipoplasico, filtro anormal e curto,
c.803C>T p-Ala268Val etal. (2012) columelagcurta, gssura de IétF))iopa direita e estruturas de palato
preservada. Tomografia computadorizada normal.
Face achatada, hipoplasia maxilar, sobrancelhas arqueadas,
Bertolacini fendas palpebrais obliqua para baixo, epicanto inverso, orelhas
c.4663T>C p-Ser1555Pro grandes, ponte nasal baixa, nariz achatado, fissura bilateral de
et al. (2012) [4bi : . o ~ -
abio/palato, columela e filtro hipoplasico, méo direita com
polidactilia pré-axial. Tomografia computadorizada normal.
Desenvolvimento neuropsicolégico normal, perfil longo e plano,
¢.1530 1531insC  p.Ser511fsX536 Bertolacini hiperte~lorismo, ‘pont(.a. nasal paixa e cicatri.zes cirurgicas’ .de
etal. (2012) corregdo de polidactiliapos-axial. Ressonancia Eletromagnética
normal.
Bertolacini HPE semi-lobar, microcefalia, ampla fissura de labio/palato
c.864 865delCC p-P288fsX301 etal. (2012) envolvendo parcialmente a premaxila e polidactilia pés-axial,
: severo atraso neurodesenvolvimental.
Osso frontal alto, assimetria facial com hipoplasia do lado direito,
Bertolacini dermite epibulbar direita, naris fino e assimétrico, orelhas anormais
c.1886G>A p.Glu629Lis modeladas bilateralmente com apéndices préauriculares na
etal. (2012) ; ) e )
pele, fissura de Tessier a direita, pescogo curto, desenvolvimento
neuropsicolégico normal, tomografia de cranio normal.

Osso frontal alto, assimetria facial com hipoplasia do lado esquerdo,
c.4558G>A anoftalmia do lado esquerdo, anormalidades na modelagem da
*descrita Asp1520Asn Bertolacini  orelha, apéndices preauriculares bilaterais maiores a esquerda,

por David et al. p-Asp etal. (2012) fissura de Tessier numero 7 a esquerda apéndices préauriculares

(2009) corrigidos  cirurgicamente. Desenvolvimento  neuropsicomotor
normal, tomografia computadorizada normal.

Wannasilp HPE semi-lobar, microcefalia, estreitamento bitemporal, fissura

c.677G>A p.Arg226His etal. (2011) palpebrar, ponte nasal baixa, filtro largo e profundo, palato em

formato de ogiva, Mutacéo no ZIC2.
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2 OBJETIVOS

1. Analise mutacional dos genes GLI2 e PTCH1 em 110 individuos com
anomalias craniofaciais de linha média, face e olhos previamente

analisados para os genes SHH, TGIF e SIX3.

2. Estabelecer possivel correlacdao entre mutagbes e o fendtipo dos
individuos estudados.
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3.1 CLINICAL FINDINGS IN PATIENTS WITH GLI2 MUTATIONS — PHENOTYPIC
VARIABILITY
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to first branchial arch, temporomandibular joint
(TMJ), and preaxial ray involvement.

Materials and methods

We studied 110 individuals with diverse cranio-
facial anomalies mainly involving central nervous
system (CNS), midline, face, and eye anomalies,
which were ascertained by the Hospital of Reha-
bilitation of Craniofacial Anomalies. Bauru/SP,
Brazil. This study was approved by the institu-
tional review board of the Hospital and written
informed consent was obtained from parents and
from each person included in this study as con-
trols. All patients had a normal karyotype. These
individuals were previously screened for muta-
tions in the SHH, TGIF, and SIX3 genes. Control
samples were obtained from 96 Brazilian people
with no history of familial structural anomalies of
the CNS.

Genomic DNA was extracted from the whole
blood by standard methods. Sequence was gen-
erated for the coding region and 3'UTR region
of the candidate gene GLI2. The primers used
to amplify the coding region (exons 6-13) were
based on Roessler et al. 2003 (10)., The 3'UTR
region was divided into five regions and the
primers were designed using the primer 3 Web
site (http:/frodo.wi.mit.edu). The templates for
sequencing were generated by polymerase chain
reaction (PCR) in an Applied Biosystems Gene
Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems,
Foster City, CA). The 10 pl reactions contained
1.5 mM Mg?*, 200 mM dNTPs, 0.3 mM each
primer, and 0,25 units of Bioexact or Biolase reac-
tion buffer (Bioline USA Inc., Randolph. MA)
and 20-40 ng of DNA. The PCR conditions were

Table 1. Sequencing results of the GLIZ gane

variable according to the primers used. Then,
sequencing was performed with the DNA sequenc-
ing kit, Big Dye™ Terminator Cycle Sequenc-
ing (Applied Biosystems). The 10 pl sequencing
chemistry reactions contained Big Dye Termina-
tor Mix, Big Dye Terminator Buffer reaction,
0.075 mM of the corresponding primer, 1.25 ng
per 100 bp of the PCR product, and 5% of DMSO,
and were run using at least 40 cycles. Sequenc-
ing reactions were resolved on an ABI Prism
3700 analyzer (Applied Biosystems) and ana-
lyzed by cONSED (http://www.genome.washington.
eduw/UWGC/analysistools/consed.cfm) and manu-
ally inspected to confirm possible mutations found.

Results

We performed mutational analysis on the coding
region of the GLI2 gene and 3'UTR region in 110
individuals with diverse craniofacial anomalies
mainly involving face, midline and eye anoma-
lies. We identified 14 variants in the coding
region of GLI2 gene in 14 unrelated individuals:
| deletion, 1 insertion, 9 non-synonymous vari-
ants, and 3 synonymous variants. Among the non-
synonymous variants, four were predicted as dam-
aging, and five were predicted as benign by the
PoLypHEN (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph/).

None of the individuals presented mutations in
SHH. TGIF, and SIX3 genes previously screened.
These sequence variants were not identified in the
control population and only two of them have been
reported as variant in online sequence databases.
Results are summarized in Table 1.

Among these 14 individuals, we described the
clinical findings of six patients who presented
a possible pathogenic G/i2 mutation, and also

Predicted amino
Case Exon Nucleotide change acid change POPYPHEN analysis Status
1 5 c.803C>T pAR268Val Damaging Unreported
2 13 C.4663T>C p.Ser1555Pr0 Damaging Urreported
3 10 ¢.1530_1531insC p.Ser5111sX536 - Unreported
4 6 c.864_86508iCC p.P2881sX301 — Unreported
5 1 c.1B86G>A p.Glu629Lys Damaging Unreported
6 13 c.4558G>A p.Asp1520Asn Damaging Reported (21
7 12 C.18999G=>A p.EBETK Benign Unreported
8 13 ¢.3018C>T p.G1066G - Unreported
9 13 c.4081G>T p.Valt361Leu Benign Unreported
10 13 c.3682G>A p.The1294Thr — Unreported
1" 13 €.3590G>A p.Gly1197Asn Benign Unreported
12 12 c.2088A>G p.AlBBI6Ala - Unreported
13 13 ¢.3626G>T p.Ser12098e Benign Unreported
14 13 cA054A>G p.Met1352val Benign Reported (217
*Raterance (David et al.).

2
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half sibs, and a cousin through maternal side who
presented preaxial polydactyly. Parents and rela-
tives were not available for study.

Patient 6 (Fig. 2d-f) was first evaluated at
age 5 months presenting a high forehead, facial
asymmetry with hypoplastic left side, left-sided
anophthalmia, abnormally modeled ears, bilateral
preauricular skin tags greater at left, and Tessier
cleft number 7 at left. Reevaluation at age 3 years
and 6 months, preauricular tags were surgically
corrected. She had normal neuropsychological
development. CT scan images of mastoid bone
and brain were normal. The alteration ¢.4558G> A
(p-Asp1520Asn) was observed as a de nove variant
with both parents unaffected.

Discussion

Shh signaling pathway plays an important role
in craniofacial development including the first
branchial arch (12). Gli2 is one of the three verte-
brate transcription factors implicated as obligatory
mediator of Shh signal transduction (10). G/i2 is
necessary for normal endochondral bone develop-
ment and has been also implicated in limb devel-
opment (13). From the facial bones, the TMJ is a
special and complex endochondral structure essen-
tial for jaw movement and a specific mammalian
attribute (14). Deficient Gli2 mice display aber-
rant TMJ development with abnormal disk mor-
phogenesis, condyle initiation, and disk-condyle
separation (14, 15). In addition, G/i2 mutations
are associated with defects in developing ventro-
lateral neurons in CNS and with postaxial extra
digits (16, 17).

In humans, GLI2 mutations have been reported
in HPE and/or HPE-L phenotypes with pituitary
anomalies and postaxial polydactyly (9, 10). The
primary craniofacial phenotype in most of the
reported cases was predominately related to the
so called HPE-L phenotype.

Abnormalities involving eye, orbits, nose. first
branchial arch, and a variable degree of gyral
development were previously described in patients
with GLI2 mutations (11). The facial phenotype
involving the first branchial arch most probably is
related with the extended action of the SHH sig-
naling pathway to rhombomere differentiation (18,
19) and to TMJ and upper jaw formation (14, 20).

In this study, novel or previously reported alter-
ations were identified in the coding region of
the GLI2. The reported Aspl1520Asn variant was
found in a patient with anophthalmia and first
branchial arch anomalies (patient 6). In a previous
study, this variant was found in a patient with split
hand-split foot malformation who presented with

two translocation breakpoints separated by 2.5 Mb
on chromosome 2ql4.1-q14.2 (21). The unre-
ported alteration p.Glu629L is found in patient 5
who also presented with first branchial arch
anomalies was not found in a control population
and was predicted as damaging by POLYPHEN.

The variants p.Serl1555Pro and p.Ala268Val
were found in patients presenting with primary
features of cleft lip and preaxial polydactyly
(patients | and 2, respectively). Although only a
CT scan and not an MRI was available for analysis,
the evolution of the facial gestalt has been shown
as an important parameter toward diagnostic
definition, as in a first instance, some patients with
GLI2 mutations could be misdiagnosed as having
isolated cleft lip and palate. Isolated cleft lip/palate
has been also observed in patients with mutations
in other known HPE causative genes such as
PTCH! (22). In contradistinction, the absence of
classic HPE facial gestalt with typical imaging of
holoprosencephaly has been reported in patients
with ZIC2 mutations (23).

To date, all patients described with GLI2
mutations who present with polydactyly had the
involvement of the postaxial ray suggesting a
preferential ray involvement, however, preaxial
polydactyly observed in patient 3, suggesting that
both rays can be involved.

In conclusion, mutations in the GLI2 gene. anal-
ogous to variants reported in the PTCH/ gene may
be considered as a rare cause of isolated cleft lip.
Attention should be given to patients with first
branchial arch anomalies that could have GLI2
mutations and misdiagnosed as oculo auriculo ver-
tebral (OAV) spectrum. Follow-up with special
attention to phenotypic subtleties should be valu-
able for a more precise diagnosis and adequate
genetic counseling. The diversity of phenotypes in
GLI2 mutations reported here expands the pheno-
typic spectrum associated with this gene.
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ABSTRACT

Mutations in the gene PTCH1 have been reported in association with neoplasm,
mainly with the nevoid basal cell carcinoma syndrome, in patients with
holoprosencephaly (HPE) ranging from minor to most severe forms, and possible in a
small amount of patients with isolated cleft lip/palate. A total of 77 Brazilian
individuals within the spectrum of Holoprosencephaly were analysed in this work and
we described new variants in the PTCH1 gene in patients with phenotypic
manifestations that range from HPE-like to HPE classic. The intragenic variants were
predicted to be benign, and the intronic variants could be or not associated to the
phenotype. Clinical heterogeneity observed among different patients could be related
to the different splicing sites generated by the intronic variations. Alternative splicing
allows individual genes to produce two or more variant mMRNAs, which in many cases
encode functionally distinct proteins. Further analysis must be done in order to clarify
the findings in the present work.

Key Words: Holoprosencephaly, PTCH1, splicing, variation

INTRODUCTION

Craniofacial abnormalities comprise approximately one-third of all birth
defects and of those developmental defects of the forebrain and midface, such as
holoprosencephaly (HPE). The disorder originates around the fourth week of
pregnancy when the prosencephalo (forebrain) fails to cleave or incompletely cleaves
into diencephalons and telencephalon, into distinct left and right hemispheres and
into olfactory and optic bulb tracts. HPE occurs in 1 in 250 gestations, though the
vast majority of conceptions with HPE do not survive to birth [Matsunaga and Shiota,
1977; Leoncini et al., 2008]. Four levels of increasing severity are described in HPE:
alobar, semilobar, lobar, and the middle interhemispheric variant (MIHF) or
syntelencephaly [Barkovich and Quint, 1993; Cohen, 2003; 2010]. HPE patients may
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have subtle features such as mild microcephaly, hypotelorism, and single maxillary
central incisor without appreciable central nervous system (CNS) anomalies on

neuroimaging [Richieri-Costa and Ribeiro, 2006].

HPE is etiologically heterogeneous and environmental as well as genetic
causes are known to be involved. The most significant environmental cause is
maternal insulin-dependent diabetes, which confers a 1% risk of HPE [Barr et al.,
1983]. Approximately 25% of patients comprise monogenic syndromes in which HPE
is one of the malformations, such as Smith-Lemli-Optz and Pallister-Hall syndromes
[Kelley et al., 1996; Hall et al., 1980] and about 40% of HPE patients harbor a
chromosomal aberrations [Hahn and Plawner, 2004]. Non-syndromic HPE in the
remaining 35% of patients is caused by single-gene defects with reduced
penetrance. Among the best characterized HPE genes are SHH, ZIC2, SIX3, TGIF,
GLI2, PATCH-1, DISP1 [Roessler et al., 1996, 2003, 2009; Brown et al., 1998; Wallis
et al., 1999; Gripp et al., 2000; Ming et al., 2002].

The human Patched-1 (PTCH1) gene contains 23 exons spanning 65 kb and
is predicted to encode a protein of 1447 amino-acid residues containing 12
transmembrane-spanning domains and two large extracellular loops [Johnson et al.,
1996]. PTCH1, the multipass transmembrane receptor for Shh [Marigo et al., 1996;
Stone et al., 1996], acts to repress Shh signaling in the absence of ligant. Upon
binding of Shh protein, the repressive activity of Ptch protein is relieved, and SHH
signaling pathway is activated. Mutation in PTCH1 resulting in a gain of repressive

function would mimic loss of SHH activity and cause HPE [Ming et al., 2002].

To date, different types of craniofacial anomalies, ranging from isolated cleft
lip to overt HPE, seems to be related to gain-of-function mutations in the PTCH1
gene [Ming et al., 2002], whereas, chromosomal deletions, insertion/deletion, splicing
mutations, nonsense and missense mutations in PTCH1 have been described in
patients with Gorlin syndrome [Matsuzawa et al., 2006; Takahashi et al., 2009].
Recently, a 360-kb duplication harboring the entire PTCH1 gene was reported in a
boy and his mother, both presenting microcephaly and developmental delay
[Derwinska et al., 2009].

Nowadays, some studies showed the importance of gene regulation by
alternative splicing. Its importance is underscored by the fact that misregulated

alternative splicing can lead to human disease [Raponi M, 2009; Faustino NA &
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Cooper TA, 2003]. Alternative splicing is a major mechanism for modulating the
expression of cellular and viral genes and enables a single gene to increase its
coding capacity, allowing the synthesis of several structurally and functionally distinct
protein isoforms [Black DL, 2000].

In spite of the type and location of the mutations in the PTCH1 gene, all
reported patients with craniofacial anomalies presented wide clinical heterogeneity
[Ming et al., 2002; Ribeiro et al., 2006]. Here we report 7 new variants in PTCH1
gene, some in intronic region leading to alternative splicing sites and we provide the
phenotypical delineation of these patients with special attention to the wide clinical

spectrum.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects

We study 77 individuals within the spectrum of HPE, which were ascertained
by the Hospital of Rehabilitation of Craniofacial Anomalies, Bauru/SP, Brazil. This
study was approved by the institutional review board of the Hospital and written
informed consent was obtained from parents and from each person included in the
study as controls. All patients had a normal karyotype. The control samples were
obtained from 96 Brazilian people with no history of familial structural anomalies of

the central nervous system.

PTCH1 analysis

Polymerase chain reaction (PCR) was conducted to amplify the 23 exons of
the PTCH1 gene in the DNA samples. The 10uL PCR reaction mixture contained 5uL
Biolase polymerase and dNTP mix (Bioline USA, Inc., Randolph, MA), 0.15uL of the
forward and reverse primers, 0.5uL 5% dimethyl sulfoxide (DMSO) or ddH,O, and
3.2uL ddH20 added to 1uL DNA at 20ng/mL. The reaction ran in an Applied Biosystem
Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystem, Foster City, CA). The primer-specific
annealing temperatures and inclusion or exclusion of DMSO were determined using a

gradient PCR cycler with varying test conditions. The amplified DNA was sent to
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Functional Biosciences, Inc., Madison, Wisconsin where sequencing was performed
following in house protocols. Sequence data was analyzed for variants using Consed
(http://www.genome.washington.edu/UWGC/analysistools/consed.cfm) and manually
inspected to confirm possible mutations found. The primers used were previously
described by Mansilla et al., 2006.

RESULTS

The PTCH1 analysis showed 7 new variants: 4 variants in intragenic region,

and 3 variants in splicing site (Table 1).

The variation 1395V (Figure 2a) was found in exon 8 in individual 8 (Figure 1).
Another 2 variants were identified in exon 23 (A1380D and H1417N — Figure 2b,c) in
two different patients (patients 14 and 15, respectively) (Figure 1). The analysis by
PolyPhen showed that all variants are predicted to be benign. A silence mutation
P1125P (Figure 2d) was present in patient 13 (Figure 1). All these variations were

not found in 96 Brazilians controls.

A intronic deletion of 3bp (Figure 2e) was confirmed in 2 patients (11 and 12)
(Figure 1). The analysis showed that it creates 2 new splicing site. Only the mother of
patient 12 was available to analysis and she did not have the variant. A base change
(C>T) (Figure 2f) was found in 2 patients (9 and 10) (Figure 1) and the analysis

showed that it decreases the efficiency of splicing site.

A intronic duplication of 18bp (Figure 2g) was found in seven unrelated
individuals within the spectrum of HPE (patients 1 to 7) (Figure 1). This variant was
present 48 bp before exon 2 and was not found in 96 controls (c.202-58 202-
49dupAAGCGGGCGTGGGCGCGC). The parents were also analyzed and the same
variation was found in the father of patient 5. The analysis of this variation by the
ESE finder program (http://rulai.cdhl.edu) showed that it creates 7 new splicing site.
To confirm if this variation could be potentially pathogenic, the French group from
Rennés, France sequenced the same PTCH1 region in 82 French patients with HPE
and 46 French controls. A 18pb overlapping duplication was found (c.202-75_ 202-
58dupGGTGCGCGCAAGCGGGCQG) in 5 patients and 11 controls.
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DISCUSSION

Alternative splicing (AS) is one of the major mechanisms by which humans
produce the complexity of the proteome. It has been estimated that greater than 55%
of all genes and at least 74% of multi-exon genes are alternatively spliced in humans
[Kan et al., 2001; Johnson et al.,, 2003]. In addition, AS is also implicated in
pathophysiological processes and it has been estimated that at least 15% of point
mutations that cause human genetic diseases affect splicing [Krawczak et al., 1992].
According to the PTCH1 mutation database (http://www.cybergene.se/cgi-bin/w3-
msql/ptchbase/index.html), at least 20 mutations have been reported to potentially
result in abnormal splicing in PTCH and some of them have been proven
experimentally [Garcia-Blanco et al., 2004; Pastorino et al., 2005]. Thus, mutations
having effect on splicing events do not seem to be uncommon. An increasing number
of genetic diseases are known to be caused by mutations that alter splicing in cis (at
least 15% of point mutations). Some of these mutations weaken or activate cis-acting
element such as intronic splicing enhancers or intronic splicing silencers that are

sometimes located in intronic sequences distant from exons.

The considerable phenotypic variability reported in inherited diseases can be
attributed to the influence of genetic and/or environmental modulating factors.
Amongst genetic causes, the phenotype modification could involve any aspect of
genetic regulation from transcription to protein function. One aspect of this regulation
is the splicing machinery that promotes precise removal of introns from pre-mRNAs
to form mature mRNAs through a process involving both invariant and variant
splicing motifs. The splicing mechanism also requires elements that act by
stimulating (as do enhancers) or inhibiting (as do silencers) the recognition of splice
sites. The complexity of the splicing machinery implies that researchers should study
more systematically the possible consequences of nucleotide changes on the

splicing of the gene transcript.

In this study, we found 4 variants in splicing site, and 3 new variants in
intragenic region. The new variants 1395V (Figure 2a), A1380D (Figure 2b), and
H1417N (Figure 2c) were predicted to be benign by the PolyPhen analysis, however
these variants were not found in the controls. It may be possible that these variants

could be associated to the phenotype and further analysis should be done in order to
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clarify these findings. A duplication of 18bp (Figure 2g) in splicing site was found in
seven individuals with HPE. This variant was present 48 bp before exon 2 and was
not found in 96 Brazilian controls. To confirm if this variation is a mutation or a
polymosphism, the same region of the intron 1 in PTCH1 gene were sequenced in 82
French patients with the spectrum of HPE and 46 normal French individuals. A 18pb
overlapping duplication was found in 5 patients and 11 controls. This result denotes
that this variant is rather a polymorphism than a deleterious mutation, even it was not

found in the Brazilian controls.

A deletion of 3bp (Figure 2e) in splicing site found in this work was confirmed
in patient 11 and 12 presenting different phenotypes (Figure 1). The analysis by ESE
finder showed that this create 2 new splicing site. This deletion was found 14bp
before the exon 11 and was located inside the degenerated tract rich in pyrimidines.
This variation could be or not providing a anomaly formation in protein and thus,

damage the normal operation of SHH signaling.

Clinical studies identifying aberrant splicing mutations are of great
importance for genetic counselling, as a good proportion of unclassified variants are
often found to be the cause of inappropriate RNA processing [Baralle et al., 2009].
Such variants affecting splicing can be classified as pathogenic mutations or genetic
variations causing predisposition to disease. The first category usually has a
devastating effect on splicing, with a substantial loss of original protein function or
even acquisition of an antagonistic function. An explanation for the second category
relies on the fact that a weakly tolerated effect on splicing can be enhanced by
additional phenomena such as affected expression of trans-acting factors that
regulate splicing [Baralle et al., 2009]. In some studies were showed that the splicing
machinery is a genetic modifier of disease severity [Nissim-Rafinia M and Kerem B,
2002].

Natural genetic variations in the splicing machinery might contribute to the
predisposition of different individuals to human diseases and to the severity of their
phenotype. The current progress in understanding the role of splicing modulation as
a genetic modifier opens new avenues towards developing treatments for many
human diseases [Nissim-Rafinia M and Kerem B, 2005]. Because 70% of the human
multi-exon genes are alternatively spliced and produce different functional proteins

[Johnson JM et al., 2003] and proteins that were initially identified to have a role in
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transcription or translation were found to function as splicing factors [Burckin et al.,
2005] it is reasonable to assume that splicing regulation is an important genetic

modifier.

The different splicing patterns observed as a consequence of the number of
pair base duplication could led to the generation of diverse transcripts, and their level
of expression, could contribute to the phenotypic variability observed in the patients,
ranging from typical HPE-Like phenotype to severe facial findings of the classical
HPE.

This study will shed light on the reclassification of other intronic variants that
may affect normal mRNA splicing, even though they do not alter the 5 and 3

consensus splice sites.
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Table 1 - Molecular findings in PTCH1 gene in patients within the HPE spectrum
Localization Region Variation chgﬁge PolyPhen Patients
chr9:97,308,750 intronic IVS1-48ins18pb 1to7
- exon8 1183A>G 1395V benign 8
chr9:97,281,017 intron 7 IVS7-86C>T - - 9 and 10
chr9:97,278,847/846/845 | intron 10 IVS10-14del 3bp - - 11 and 12
exon20 3375C>T P1125P 13
exon23 4139G>T A1380D benign 14
exon23 4249C>A H1417N benign 15
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Figure 1 - Clinical aspects of the patients with PTCH1 variations
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Figure 2 - PTCH1 variations detected in the HPE patients
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ANEXO A - Aprovagdo do Comité de ética do Hospital de Reabilitacbes de
Anomalias Craniofaciais — HRAC-USP/Bauru
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu,
portador do RG de n° residente a Rua (Av.)
, n° , ha cidade de
, Estado de , responsavel pelo (a)
menor
matriculado no HRAC com o n° , concordo em participar (autorizo sua

participagdo) na pesquisa de Titulo: “Analise Mutacional nos genes PTCH1 e GLI2 nas anomalias
craniofaciais e alteragdes do desenvolvimento do Sistema Nervoso Central”, realizada pela aluna de
Doutorado Claudia Danielli Pereira Bertolacini, sob a orientagado da Prof. Dr. Lucilene Arilho Ribeiro-
Bicudo.

A referida pesquisa tem por objetivo:

1. Determinar se o genes PTCH e GLI2 desempenham um papel nas anomalias craniofaciais da
linha média com ou sem envolvimento do sistema nervoso central, incluindo as Holoprosencefalias e
anomalias oculares.

2. Oferecer informacao atualizada e orientagdo adequada ao paciente, seus familiares e profissionais
que estejam envolvidos com a reabilitagdo, particularmente no grupo das malformagées complexas
da linha média do SNC dado o desconhecimento destas condigdes dentro da classe médica geral.

e fui orientado do seguinte:

1. Serao coletados 2ml de sangue do paciente e seus pais.

A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe uma chance de ocorrer
uma mancha roxa (hematoma) na regido da coleta.

3. Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.

4. Vocés estarao colaborando para aumentar o nosso conhecimento sobre as possiveis causas
das fissuras orais nao sindrébmicas.

5. Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

6 Os resultados deverdao ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os
profissionais da saude que tenham interesse nesta area.

7 Sempre que ocorrerem publicagcbes cientificas a identidade do paciente sera mantida em
absoluto sigilo.

8 Todos os resultados de exames moleculares estardo disponiveis no prontuario do paciente no
Hospital de Reabilitagdo de Anomalias Craniofaciais (Centrinho).

9 Caso queira apresentar reclamacdes em relagéo a participagcdo na pesquisa, poderei entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, do HRAC-USP, pelo
endere¢o Rua Silvio Marchione, 3-20 na Unidade de Ensino e Pesquisa ou pelo telefone (14)
3235-8183.

Estou ciente também de que minha participagéo é voluntaria e dela posso desistir a qualquer
momento, sem explicar os motivos e sem comprometer meu tratamento no HRAC.

Bauru, / /

Assinatura do Paciente
(Responsavel)
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pelo presente instrumento que atende as  exigéncias legais, o Sr. (a)
, portador da cédula de
identidade , apos leitura minuciosa da CARTA DE INFORMAGAO
AO SUJEITO DA PESQUISA, devidamente explicada pelos profissionais em seus minimos detalhes,

ciente dos servigos e procedimentos aos quais sera submetido, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO concordando em

participar da pesquisa proposta.

Fica claro que o sujeito da pesquisa ou seu representante legal, pode a qualquer
momento retirar seu CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO e deixar de
participar desta pesquisa e ciente de que todas as informacgbes prestadas
tornaram-se confidenciais e guardadas por forca de sigilo profissional (Art. 9° do

Cadigo de Etica Odontolodgica ou Art. 29° do Codigo de Etica do Fonoaudidlogo).

Por estarem de acordo assinam o presente termo.

Bauru-SP, de de.

Paciente (Responsavel) Pesquisador(a) responsavel
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