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  RESUMO 

 

A Síndrome Blefaroqueilodôntica (BCD) e os Defeitos de Linha Média Facial com 

Hipertelorismo (DLMFH) são defeitos craniofaciais raros. Por esse motivo, os estudos de 

grandes casuísticas têm sido limitados. Contribuição científica significativa neste assunto tem 

sido dada por nosso grupo, que delineou características clínicas e diretrizes para seguimento de 

longo prazo e evidenciou achados neuroradiológicos em ambas as anomalias. Embasado nesses 

achados preliminares e evidências recentes da literatura pertinente, foi possível estabelecer 

uma estratégia inicial para investigação etiológica da BCD e dos DLMFH, sendo os objetivos 

desse projeto: investigar a etiologia da BCD nos indivíduos afetados pela síndrome, por meio de 

estudo dos genes candidatos IRF6, P63, OSR2, TBX10, FOXE1, SHH, FGF8 e PAX3; pesquisar, nos 

indivíduos com DLMFH, a presença de mutações nos genes candidatos SHH, FGF8 e PAX3; 

identificar, em ambas as malformações, possíveis alterações cromossômicas; e, por último, 

associar os achados clínicos detectados nas investigações anteriores aos possíveis achados 

moleculares. Foram utilizadas técnicas de sequenciamento direto, array-CGH, genotipagem 

automática e hibridação in situ por fluorescência. Não foi possível relacionar nenhuma mutação 

pontual nos genes estudados associadas às malformações em questão, pois não foram 

encontradas alterações gênicas patogênicas. Entretanto foram detectadas em pacientes com 

DLFMH três aberrações cromossômicas em regiões distintas do genoma, tratando-se de um 

caso de duplicação no cromossomo 6 (paciente DLMFH7), um caso com deleção no 

cromossomo 9 e duplicação no cromossomo 20 (paciente DLMFH10) e um caso de deleção no 

cromossomo 2 (paciente DLMFH1). Nesse último, o gene PAX3 encontrava-se dentro da região 

deletada, confirmando a hipótese inicial de que alguns genes de desenvolvimento estão 

envolvidos na etiologia dos DLMFH.  Conclui-se, portanto, que em indivíduos com DLMFH, a 

técnica de array-CGH pode ser útil para detecção de aberrações cromossômicas diversas e o 

aconselhamento genético deve ser individualizado. 
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                                                                                ABSTRACT 

 

The Blepharocheilodontic Syndrome (BCD) and Midline Facial Defects with Ocular 

Hypertelorism (MFDH) are rare craniofacial anomalies. Considering the rarity of these two 

groups of congenital defects, studies with large casuistry have been limited. Our group has 

significantly contributed to the scientific knowledge about both anomalies, delineating clinical 

characteristics, evidencing neurological findings and designing protocols for long term follow-

up. Based in these preliminary findings and recent evidences of pertinent literature, it was 

possible to determine an initial etiologic investigation strategy for the BCD and the MFDH. The 

objectives of this project are to investigate the etiology of the BCD in affected individuals 

through IRF6, P63, OSR2, TBX10, FOXE1, SHH, FGF8 and PAX3 candidate genes study; to search 

MFDH patients for mutations in the SHH, FGF8 and PAX3 candidate genes; to identify, in both 

syndromes, possible chromosomal anomalies; and finally, to associate the detected clinical 

findings in previous investigations to the molecular results. The direct sequencing, array-CGH, 

automatic genotyping and FISH were the molecular techniques used in this study. It was not 

possible to relate any punctual mutation in the studied genes associated to the syndromes 

investigated since none pathogenetic alteration was found. Although, chromosomal anomalies 

in different locations of the genome were detected in three MFDH patients, a chromosome 6 

duplication (in patient MFDH7), a chromosome 9 deletion and chromosome 20 duplication (in 

patient MFDH10), and a chromosome 2 deletion (in patient MFDH1). In the latter case, the PAX3 

gene was inside the deleted region, supporting the initial hypothesis that some development 

genes are involved in the MFDH etiology. Therefore, it can be concluded that in MFDH patients, 

the array-CGH investigation can be useful to detect a wide range of chromosomal anomalies 

and the genetic counseling must be individualized. 
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                                                                                                                                                                                                                                                                          INTRODUÇÃO 

 

Nos anos mais recentes os avanços proporcionados pela pesquisa na área do genoma 

humano têm possibilitado o reconhecimento do componente genético de muitas doenças, 

promovendo o surgimento de um novo paradigma: a medicina genômica como conhecimento 

aplicado aos cuidados à saúde de todos (Guttmacher et al., 2001). Na área dos defeitos 

congênitos, entre os quais as anomalias craniofaciais estão inseridas, esses novos 

conhecimentos poderão possibilitar a compreensão mais ampla da etiologia e fisiopatologia 

dessas condições e, por conseguinte, a realização de diagnósticos mais precisos e precoces, bem 

como o desenvolvimento de terapias mais adequadas e métodos de prevenção mais efetivos 

(WHO, 2002). Diversos genes têm sido caracterizados quanto aos seus papéis no 

desenvolvimento da face e crânio e, provavelmente, a compreensão das interações de múltiplos 

genes e seus polimorfismos, poderá explicar tanto a variabilidade normal quanto a anormal. 

Apesar disso, evidências sobre o papel de outros genes são menos conclusivas, tornando o 

conhecimento atual dos fatores genéticos que controlam esses processos ainda rudimentar 

(Chong, 2002). 

Dentre os defeitos congênitos, as anomalias craniofaciais (ACF) constituem um grupo 

altamente diverso e complexo que afeta uma significante proporção de pessoas no mundo 

(Casal-Andrews et al., 1997; Cohen et al., 1997; Murray et al., 1997; American Cleft Palate-

Craniofacial Association – ACPA, 2000; Carinci et al., 2000; Correa e Admonds, 2002; Mossey e 

Little, 2002; WHO, 2002. A denominação genérica ACF pode incluir anomalias isoladas e 

quadros de dismorfias múltiplas, de etiologia genética ou não. Via de regra refere-se à situação 

em que os arcabouços cranianos e (ou) facial apresentam alterações de contorno (Gorlin et al., 

1990; Cohen et al., 1997; WHO, 2002).  

Devido a toda complexidade das ACF, a caracterização adequada dos quadros clínicos 

torna-se muito importante, pois muitas vezes o delineamento clínico é pouco consistente com a 

literatura devido à raridade e (ou) à heterogeneidade clínico-etilológica do distúrbio (Gil-da-

Silva-Lopes, 1997). Frente a isso, nosso grupo vem realizando um extenso estudo das anomalias 
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craniofaciais, com profissionais de múltiplas áreas e caracterizando muitos quadros sindrômicos 

raros tanto na esfera da dismorfologia, como na área neurológica, fisiológica, fonoaudiológica e 

molecular, tendo em vista os objetivos do projeto Global Strategies to Reduce the Health-care 

Burden of Craniofacial Anomalies lançado pela Organização Mundial de Saúde (WHO, 2002).  

Dentro da caracterização de anomalias craniofaciais raras está o delineamento de dois 

quadros: a Síndrome Blefaroqueilodôntica e os Defeitos de Linha Média Facial com 

Hipertelorismo, anteriormente chamados de Malformação ou Displasia Frontonasal, um grupo 

de defeitos muito heterogêneo. Ambos estão sendo cuidadosamente estudados e descritos por 

nosso grupo. Foram feitas as descrições dos principais sinais clínicos de ambas as síndromes, das 

alterações neurológicas (Gil-da-Silva-Lopes, 1997; Gil-da-Silva-Lopes et al., 2003; Giffoni, 2005; 

Gil-da-Silva-Lopes e Maciel-Guerra, 2007) e, por fim, pretendíamos buscar as causas etiológicas 

desses defeitos. Para tanto utilizamos os dois grupos de casuística, ambas únicas no mundo, e 

técnicas de biologia molecular para localizar os loci responsáveis por essas malformações.  

 

SÍNDROME BLEFAROQUEILODÔNTICA 

 

As fendas labiais ou labiopalatais (FL/P) e fendas palatais isoladas (FP) são graves 

defeitos congênitos. Coletivamente são denominadas fendas orofaciais. Estão entre os mais 

comuns defeitos congênitos e afetam de 1/500 a 1/1000 nascimentos. Aproximadamente 50% 

dos pacientes apresentam outro defeito maior do desenvolvimento, sendo que mais de 300 

síndromes com a presença de fendas, incluindo um grande número com herança mendeliana, já 

foram descritas. A BCD (OMIM 119580) inclui-se nesse grupo, tratando-se de uma rara condição 

geneticamente determinada por transmissão autossômica dominante com expressividade 

variável. Seus principais sinais clínicos são: defeitos ectodérmicos, anomalias oculares e fissuras 

orofaciais. A incidência dessa condição clínica ainda não pôde ser estabelecida, tendo em vista 

os escassos relatos na literatura, geralmente envolvendo casos isolados. 

Os defeitos ectodérmicos caracterizam-se, principalmente, por oligodontia e dentes 

cônicos, enquanto os achados oculares mais frequentes são ectrópio de pálpebra inferior, 
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distiquíase, euribléfaro e lagoftalmia. Até o momento, deficiência mental não foi relatada. De 

todo modo, embora os sinais cardinais para essa condição já estejam definidos, o reduzido 

número de descrições clínicas na literatura, ainda permite uma ampliação do espectro clínico 

(Gil-da-Silva-Lopes et al., 2003). Sinais clínicos incomuns na síndrome BCD foram também 

observados, como pili torti (Martinez et al., 1987) e anquibléfaro (Guion-Almeida et al., 1998). 

Foi sugerido que o espectro clínico poderia incluir anomalias anorretais (Gorlin et al., 1996; 

Guyuron et al., 1995 e Gil-da-Silva-Lopes et al., 2003) e comprometimento da formação do 

sistema nervoso central (SNC) (Giffoni, 2005).   

Existe uma similaridade clínica significativa entre a síndrome BCD e outras síndromes 

com defeitos ectodérmicos e fissura de lábio. Dentre elas, as síndromes Ectrodactilia-displasia 

ectodêrmica-fissura labial/palatina (EEC; OMIM 129900) e Hay-Wells (AEC; OMIM 106260), 

mapeadas no gene P63 e as síndromes de Van der Woude (SVW; OMIM 119300)/síndrome do 

pterígio poplíteo (SPP; OMIM 119500), relacionadas a mutações no gene IRF6.  

Defeitos ectodérmicos e fissura de lábio, com ou sem envolvimento de palato são sinais 

cardinais para a síndrome EEC. Esses achados também estão presentes na síndrome AEC, na 

qual o anquibléfaro é relatado. Assim como nas síndromes anteriores, na BCD existe uma 

combinação de defeitos ectodérmicos variados, incluindo anomalias anorretais e anquibléfaro. 

A presença de fissura de lábio com ou sem envolvimento palatino e anquibléfaro 

também demonstra a sobreposição fenotípica entre a síndrome BCD e a SVW/SPP. 

Baseados nessas observações, Gil-da-Silva-Lopes et al. (2003), sugeriram que os genes 

P63 e IRF6 poderiam ser possíveis candidatos para a síndrome BCD. 

Recentemente foram descritos outros dois genes candidatos à BCD, trata-se dos genes 

OSR2 e TBX10. Esses dois genes estão sendo intensamente estudados em modelos animais e 

ratos portadores de mutações apresentam características compatíveis com a síndrome (Lan et 

al., 2004; Bush et al., 2004). 

O OSR2 seria intensamente expresso no palato em crescimento, comprovando ser um 

regulador intrínseco do desenvolvimento e crescimento orofacial e também se expressa nos 
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membros em formação e ainda ao redor dos olhos em desenvolvimento. (Lan et al., 2001; Lan 

et al., 2004).  

O gene TBX10 também é expresso durante a embriogênese e desde que foi mapeado 

numa região cromossômica associada com múltiplas desordens do desenvolvimento, especula-

se que ele seja candidato a uma síndrome relacionada ao desenvolvimento embriológico. 

Camundongos portadores de mutações nesse gene mostram um significante aumento de 

susceptibilidade às fendas orofaciais (Deol e Lane, 1996; Trasler et al., 1984).  

Martinhago e Ramos (2004) descreveram um caso que apresentava agenesia de tireóide 

além dos típicos achados da BCD e estenderam a discussão dos genes envolvidos na causa da 

síndrome, propondo principalmente o gene FOXE1 (ou TTF-2).  

 

Estudo de genes candidatos 

   

Uma das metodologias mais poderosas para estudo de genes candidatos é a análise de 

ligação, mas são necessárias grandes famílias e parte da família estudada por Gil-da-Silva-Lopes 

et al. (2003) não concordou em participar da pesquisa. Outra possibilidade é o sequenciamento 

total dos genes, na busca por possíveis alterações. Tendo em vista as propostas de estudos 

anteriores e a descrição de novos genes que poderiam estar envolvidos na etiologia dessa 

síndrome, esse estudo propôs inicialmente o sequenciamento de 5 genes candidatos: IRF6, P63, 

TBX10, OSR2 e FOXE1.  

 

Gene IRF6 (OMIM 607199) 

 

Kondo et al. (2002) identificaram, por meio de análise de ligação, o gene IRF6 dentro da 

região crítica da SVW, no cromossomo 1q32-q41.  

O fator de regulação de interferon tipo 6 pertence a uma família de fatores de 

transcrição com um domínio de ligação ao DNA altamente conservado (tipo hélice-alça-hélice) e 

um domínio menos conservado de ligação às proteínas (C-terminal). Outros fatores de 
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regulação de interferon incluem o IRF1 no cromossomo 5q, IRF2 em 4q, IRF3 em 19q e IRF4 em 

6p. A maioria deles regula a expressão do interferon alfa e beta após a infecção viral. Já o IRF6 

está envolvido na formação do palato. 

Kondo et al. (2002) conduziram análises de expressão gênica em camundongos, e essas 

mostraram altos níveis de RNAm do gene IRF6 na ponte média da fissura palatina, brotos 

dentários, folículos capilares, genitália e pele. Suas observações demonstraram que a 

haploinsuficiência do gene IRF6 interrompe o desenvolvimento orofacial e são consistentes com 

as mutações negativo-dominantes que causam distúrbios no desenvolvimento da pele e 

genitália.  

Mutações nesse gene foram relacionadas às síndromes de Van der Woude e pterígio 

poplíteo. Além disso, alguns estudos demonstraram que o gene IRF6 também contribui para a 

etiologia das fendas labiopalatais não-sindrômicas (Scapoli et al., 2005; Blanton et al., 2005).  

O gene possui nove exons, transcreve aproximadamente 4306b produzindo uma 

proteína com 467 resíduos e 53,13kDa de peso. Sua estrutura está exemplificada na Figura 1. 

 

 

Figura 1 Estrutura do gene IRF6: apresenta 9 exons, sendo apenas 6 inteiramente 

transcritos (em vermelho), um parcialmente transcrito e 2 não transcritos (em 

azul). 

 

Gene P63 (OMIM 603273) 

 

Yang et al. (1998) localizaram o gene humano P63 no cromossomo 3q27-q29 utilizando 

hibridização in situ com fluorescência (FISH). Por meio de análise de ligação, esse grupo mapeou 

o mesmo gene no rato no cromossomo 16, numa região homóloga à humana 3q27-q29. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=603273
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O gene P63 ou Tp63 faz parte da família de supressores tumorais na qual se encaixa 

também o conhecido gene p53 (família p53). Homólogo ao p53, o gene P63 é um fator de 

transcrição que ativa alguns genes através de sua sequência específica de ligação ao DNA 

(Osada et al., 1998; Schmale e Bamberger, 1997; Senoo et al., 1998; Trink et al., 1998; Yang et 

al., 1998), inclusive interage com o próprio gene p53 e outros membros da família (Yang et al., 

1998).  

Em 1999 Yang e colaboradores concluíram que o gene P63 é crítico para a manutenção 

da população de células progenitoras que são necessárias à sustentação do desenvolvimento 

epitelial e morfogênese. O gene foi detectado numa variedade de tecidos humanos como a 

epiderme, cervix, urotélio e próstata. 

Durante o desenvolvimento embriológico do rato, o gene é expresso principalmente no 

ectoderma apical (AER) dos membros e nos tecidos ectodérmicos maxilares e 

mandibulobranquiais, os quais são essenciais para o crescimento e padrão do mesênquima 

(Mills et al., 1999; Yang et al., 1999). Ratos P63 mutantes exibem anormalidades craniofaciais, 

membros malformados e falta de anexos epidérmicos como folículos capilares e primórdios 

dentários, bem como falta de glândulas sebáceas, lacrimais e salivares (Mills et al., 1999; Yang 

et al., 1999). 

A expressão do gene P63 é necessária para o correto desenvolvimento e estratificação do 

epitélio e epiderme. Na ausência do gene, o epitélio se mantém monoestratificado. Durante a 

embriogênese o gene P63 deve ser a molécula que inicia a estratificação do epitélio (Koster e 

Roop, 2004). 

Mutações nesse gene foram relacionadas às síndromes EEC, AEC e outros tipos de 

displasias ectodérmicas (OMIM 603543; OMIM 103285; OMIM 605289; OMIM 129400) e fenda 

orofacial (OMIM 129400). Apesar de análogo ao gene P53, a função do P63 na tumorogênese 

ainda é controversa (Tombova et al., 2008).  

O gene pode possuir até 15 exons e transcreve uma proteína com até 680 aminoácidos, 

79kDa de peso. A estrutura da isoforma 1 do gene está exemplificada na figura 2. 
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Figura 2 Estrutura da isoforma 1 do gene P63: apresenta 10 exons, quase todos 

inteiramente transcritos (em vermelho). 

 

Gene OSR2 (OMIM 611297) 

 

O gene Odd-skipped related 2 (OSR2) codifica uma proteína do tipo dedo de zinco (zing 

finger) relacionada à proteína Odd-skipped de Drosophila e parece ser essencial ao 

desenvolvimento embrionário. Está localizado na região 8q23 (Lan et al., 2004). 

Lan et al. (2001) demonstraram o padrão de expressão do gene homólogo em ratos. O 

gene é expresso no início do desenvolvimento no mesênquima rostro-lateral da mandíbula, 

adjacente ao processo maxilar e nos membros em desenvolvimento. O gene OSR2 exibe um 

modelo de expressão dinâmico durante o desenvolvimento craniofacial, tanto no processo 

mandibular como maxilar e também no palato em formação. Também apresenta sítios de 

expressão em interações epitélio-mesenquimais durante o desenvolvimento dos dentes e rins. 

Em estudos recentes, o mesmo grupo (Lan et al., 2004) observou que embriões de ratos 

mutantes realmente apresentavam fissura palatina, identificando o gene OSR2 como 

reguladores chave no desenvolvimento e crescimento palatal. Anos antes, a região na qual o 

gene foi mapeado já havia sido associada a fendas orofaciais não sindrômicas (Prescott et al., 

2000). Em 2007, Kawai e colaboradores observaram que o gene regula ainda a proliferação das 

células osteoblásticas e formação óssea. 
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O gene possui 4 exons, transcreve 1838pb produzindo uma proteína com 312 resíduos, 

de 35,57kDa. Apresenta muitas variantes por splicing alternativo. Sua estrutura está 

exemplificada na figura 3. 

 

Figura 3 Estrutura do gene OSR2: apresenta 4 exons, sendo apenas 3 transcritos (em 

vermelho) e um não transcrito (em azul). 

 

Gene TBX10 (OMIM 604648) 

 

Law et al. (1998) localizaram o gene humano TBX10 no cromossomo 11q13 utilizando 

hibridização in situ com fluorescência (FISH). Esse grupo mapeou o mesmo gene, no rato, no 

cromossomo 19, numa região homóloga à humana. 

O gene TBX10 faz parte da família de fatores de transcrição T-box. Os genes dessa família 

têm um papel essencial em muitos processos do desenvolvimento de diversos organismos, 

incluindo a hidra, nematóides, mosca da fruta, sapo, galinha, camundongos (revisado por 

Papaionnou e Silver, 1998; Papaionnou, 2002). Esses genes são expressos diferencialmente 

durante a embriogênese e/ou de modo tecido-específico durante a vida adulta (revisado por 

Smith, 1997). Mutações em quatro genes T-box foram associadas a desordens do 

desenvolvimento humano, incluindo a síndrome ulnar-mamária (TBX3), síndrome Holt-Oram 

(TBX5), deficiência isolada do hormônio adrenocorticóide (TBX19) e fenda de palato (TBX22). O 

gene TBX1 também está deletado na maioria dos casos de síndrome velocardiofacial/DiGeorge. 

Camundongos portadores da mutação espontânea ‘Dancer’ (Dc) no gene Tbx10 exibem 

fissura de lábio e palato (FL/P) em homozigose e um significativo aumento de susceptibilidade a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=604648
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fendas em heterozigose (Deol e Lane, 1966; Trasler et al., 1984). Bush e colaboradores (2004) 

identificaram o ganho de função do fator de transcrição Tbx10 nesses ratos mutados como o 

mecanismo patogênico das fissuras de lábio e palato. 

O gene possui 8 exons, transcreve aproximadamente 1558b produzindo uma proteína 

com 385 resíduos e 42,35kDa. Exemplificado na figura 4. 

 

 

 

Figura 4 Estrutura do gene TBX10: apresenta 8 exons, sendo apenas 6 inteiramente 

transcritos (em vermelho) e outros 2 parcialmente transcritos ou não transcritos 

(em azul). 

 

Gene FOXE1 (OMIM 602617) 

 

Esse gene, também chamado de Fator de Transcrição Tiroidiano 2 (TTF-2), é um membro 

da família forkhead, da qual muitos são reguladores chave no desenvolvimento embrionário 

(Zannini et al., 1997). O gene apresenta um domínio de ligação ao DNA de 100 aminoácidos 

altamente conservado (forkhead), uma cadeia polialanina e uma região C-terminal. Inicialmente 

acreditava-se que a cadeia polialanina do gene apresentava 19 resíduos de alanina (Chadwick et 

al., 1997), mas hoje se sabe que o tamanho dessa cadeia pode variar de 12 a 19 resíduos, sendo 

14 o mais comum (Macchia et al., 1999). A exata função dessa cadeia polialanina permanece 

desconhecida e especula-se que ela deva funcionar como um elemento flexível entre os 

domínios funcionais do gene (Karlin e Burge, 1996).  
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Embora alterações no tamanho dessa cadeia polialanina já tenham sido associadas a 

diversos fenótipos anormais em outros genes (ARX, HOXA13, PABP2, PHOX2B, RUNX2, SOX3 e 

ZIC2), no gene FOXE1 essa variação não foi especificamente relacionada com qualquer síndrome 

ou mesmo disfunção da tireóide (Hishinuma et al., 2001). Entretanto, há a possibilidade de 

certos alelos, ou combinação deles, aumentarem o risco de complicações, principalmente na 

tireóide (Watkins et al., 2006; Caré et al., 2007). 

O gene FOXE1 foi mapeado na região 9q22 por Chadwick et al., 1997, sendo expresso na 

tireóide e na pituitária anterior embriológica (Zannini et al., 1997), em testículos (Clifton-Bligh et 

al., 1998), epitélio orofaringeal e timo (Trueba et al., 2005).  

De Felice et al. (1998) demonstraram que o rato que não expressa o gene FOXE1 exibe 

fenda de palato e também tem falta ou posição anormal da tireóide. Ratos mutantes também 

apresentam hipotireoidismo congênito similar à disgenesia de tireóide humana. 

O gene FOXE1, até o momento relacionado a duas condições com fenda de palato 

sindrômicas (Clifton-Bligh et al., 1998; Castanet et al., 2002), também está sendo investigado 

pelo seu envolvimento em fendas não sindrômicas (Tonacchera et al., 2004; Venza et al., 2003), 

em disgenesia da tireóide (Tonacchera et al., 2004; Hishinuma et al., 2004; Sequeira et al., 2001) 

e na patogênese de um tipo de carcinoma (Eichberger et al., 2004). Apesar de um gene 

pequeno, com apenas um exon, apresenta um grande número de GCs, o que torna difícil a 

amplificação de toda a região codificante do gene (Macchia et al., 1999) e uma rápida triagem 

de mutações (Castanet et al., 2002; Tonacchera et al., 2004). 

O gene possui apenas 1 exon, transcreve aproximadamente 3462b produzindo uma 

proteína com 373 resíduos e 38,29kDa. Modelo do gene FOXE1 na figura 5. 

 

 

 



 

 49 

 

Figura 5 Estrutura do gene FOXE1: apenas um exon parcialmente transcrito (em 

vermelho). 

 

Outros genes candidatos à BCD também foram propostos, como o SHH, FGF8 e PAX3, 

por se tratarem de genes expressos na formação e desenvolvimento embrionário, em vários 

sistemas e órgãos do corpo humano, inclusive em tecidos ectodérmicos 

(pele/tegumento/dentes) e SNC. Esses genes serão descritos posteriormente. 

 

OS DEFEITOS DE LINHA MÉDIA FACIAL COM HIPERTELORISMO, ISOLADOS E COMO PARTE DE 

QUADROS DE ANOMALIAS CONGÊNITAS MÚLTIPLAS  

 

Cada região embrionária corresponde a uma unidade formadora. Opitz (1982) chamou 

essas unidades de campos de desenvolvimento. Esses campos seriam áreas embrionárias onde 

o desenvolvimento de estruturas complexas e apropriadas para cada região é determinado e 

controlado de uma maneira espacialmente coordenada, temporalmente sincronizada e 

hierarquicamente epimórfica. Essas unidades sofreriam a ação de diversos fatores, estando 

sujeitas a modificações durante o desenvolvimento embrionário. 

O desenvolvimento embrionário segue um processo epigenético, com interação 

permanente entre fatores genéticos e ambientais. Alterações durante este período podem 

gerar várias anomalias (Opitz, 1982). 
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A formação da linha média é um dos principais eventos da primeira fase do 

desenvolvimento do embrião. Em torno dela, originam-se todos os processos que garantem 

uma simetria ao embrião (Martinez-Frias, 1995). Nesse processo está inserida a formação da 

face, e qualquer alteração que ocorra no desenvolvimento do mesênquima frontonasal, nos 

ossos membranosos da abóbada craniana, no condrocrânio ou nos 2 primeiros arcos 

branquiais, resultará em anomalias cranianas ou craniofaciais das mais diversas (Guion-

Almeida, 2000). 

Como a face e o sistema nervoso central iniciam sua formação em um período muito 

próximo e ambos pertencem ao mesmo campo de desenvolvimento (linha média), várias 

alterações faciais podem ser acompanhadas por anomalias corticais (Slavkin, 1990).  

Os Defeitos de Linha Média Facial com Hipertelorismo são um grupo de anomalias raras 

caracterizado, basicamente, por hipertelorismo ocular e fenda nasal mediana ou lateral (Gil-da-

Silva-Lopes, 1997; Guion-Almeida, 2000; Gil-da-Silva-Lopes e Maciel-Guerra 2007; revisado por 

Wu et al., 2007). Podem ainda ser observados crânio anterior bífido, ausência de ponta nasal, 

implantação em "V" dos cabelos na fronte, fissura labial mediana e (ou) fissura labial lateral e 

fissura palatina (DeMyer, 1967; Rosasco e Masa, 1968; Sedano et al., 1970; Sedano e Gorlin, 

1988). Podem ser encontrados isoladamente ou associados a quadros de anomalias congênitas 

múltiplas, com etiologia já descrita ou não (Gil–da-Silva-Lopes, 1997, Guion-Almeida, 2000). 

Inúmeras denominações já foram utilizadas para esse grupo de defeitos congênitos: 

Síndrome da fenda mediana (DeMyer, 1967), síndrome frontonasal (Rosasco e Masa, 1968), 

disostose frontonasal (Gollop, 1981), sequência mal formativa frontonasal (Toriello et al., 

1986), displasia frontonasal (Sedano et al., 1970) e malformação frontonasal (Sedano e Gorlin, 

1988). A maior parte das anomalias associadas aos DLMFH, tanto na forma isolada, como nos 

quadros sindrômicos, corresponde a defeitos de linha média. Nosso grupo, então, propôs a 

nomenclatura DLMFH, considerando as particularidades citadas e usando um nome descritivo, 

na tentativa de integrar as observações dos diferentes profissionais de saúde (Gil-da-Silva-

Lopes e Maciel-Guerra 2007). 
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Os DLMFH tratam-se de defeitos heterogêneos, tanto clínica como etiologicamente 

(Guion-Almeida et al., 1996). Já foram descritos vários quadros de associação de DLMFH a 

outras anomalias congênitas, com padrão de transmissão hereditária bem definido (Gil-da-

Silva-Lopes, 1997). Considerando a raridade desses defeitos congênitos, os estudos de grandes 

casuísticas têm sido limitados, e assim a patogênese permanece parcialmente desconhecida. 

Falência na formação da cápsula nasal, alteração na migração das células da crista neural, 

alteração no suprimento sangüíneo nos processos frontonasais, perda de controle dos genes de 

desenvolvimento envolvidos no processo de formação facial, alterações cromossômicas, fatores 

teratogênicos e deficiência mesenquimal no plano facial mediano podem estar envolvidos na 

gênese desse quadro (Cohen Jr et al., 1971; Gil-da-Silva-Lopes, 1997). 

Sabe-se que não há desvio em relação ao sexo e que a maioria dos casos é esporádica. 

Não existem estudos sobre a variabilidade racial ou dados globais sobre a prevalência e 

incidência (Guion-Almeida, 2000; Gil-da-Silva-Lopes e Maciel-Guerra 2007). Entretanto alguns 

raros casos de recorrência familial foram descritos. Poucas famílias demonstraram uma herança 

autossômica dominante, mas grandes genealogias com mais de 2 gerações são pouco 

frequentes (Cohen et al., 1971; Fryburg et al., 1993). Em uma família descrita por Warkany e 

colaboradores (1973) duas crianças afetadas nasceram da mesma mãe saudável e dois 

diferentes pais. Foi notada discordância em 5 pares de gêmeos monozigóticos em um estudo de 

Mohammed et al. (2004), sugerindo que fatores ambientais ou multifatoriais podem contribuir 

para a etiologia dessas malformações. 

Vários relatos, em sua maioria esporádicos, evidenciam anomalias do SNC associados à 

DLMFH. As anomalias estruturais e funcionais do SNC são heterogêneas, mas frequentemente 

vistas nos DLMFH (DeMyer, 1967; Fontaine et al., 1983; Naidich et al., 1988; Meguid, 1993).  

O primeiro trabalho em que foram definidas as características clínicas principais do 

quadro (DeMyer, 1967) já apontava várias malformações no SNC de alguns pacientes. 

Recentemente nosso grupo comprovou várias alterações corticais nesse grupo de 

malformações, através de estudos, utilizando as técnicas de ressonância magnética nuclear 

(RMN) e tomografia computadorizada por emissão de fóton único (SPECT) (Giffoni, 2005). Os 

achados mais importantes são: anomalias do corpo caloso, redução e hipoplasia do cerebelo, 
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atrofia cortical e defeitos nos lobos frontal e parietal (Giffoni et al 2004, Giffoni et al 2006, Gil-

da-Silva-Lopes e Giffoni 2006, Gil-da-Silva-Lopes e Maciel-Guerra 2007; Wu et al., 2007).  

Uma grande revisão de literatura sobre os DLMFH (118 pacientes) apontou lipoma de 

corpo caloso em 44,4%, agenesia de corpo caloso em 40,7%, calcificação cerebral em 33,3%, 

anomalias ventriculares em 29,6% e encefaloceles em 11,1%. (Guion-Almeida et al., 1996). 

Nos últimos estudos neurológicos do nosso grupo, as RNMs mostraram anormalidades 

estruturais no SNC de todos os pacientes analisados. Essas alterações incluíam alterações 

comissurais (94%), malformações do desenvolvimento cortical (58%), distúrbios de fechamento 

de tubo neural (42%) e anomalias de fossa posterior. Eletroencefalogramas (EEG) mostraram 

atividade epileptiforme em 35% dos casos e anormalidades de fundo em 29%. Com base nos 

dados obtidos nesses estudos e em revisão da literatura, sugeriu-se que as anomalias cerebrais 

seriam uma constante nessa condição (Giffoni et al. dados ainda não publicados).  

 

Aspectos genéticos da formação da face e SNC 

 

A morfogênese é caracterizada por um extraordinário conservadorismo, com 

mecanismos básicos que vêm sendo adaptados, repetidamente, a vários propósitos, desde a 

origem das espécies. Dentre esses mecanismos, destacam-se os genes de desenvolvimento 

(Opitz, 1993; Opitz e Gilbert, 1993). 

Apesar de sua relevância clínica, o conhecimento desses genes é incompleto, sendo 

quase todas as informações, nesse sentido, obtidas através do estudo de organismos como a 

Drosophila (mosca das frutas) e o camundongo. 

Numerosos genes de desenvolvimento (homólogos aos descobertos em Drosophila) já 

foram identificados e, em grande parte, os mecanismos de controle gênico da organização 

espacial da face e SNC parecem ter sido bem conservados ao longo da evolução. A maioria 

desses genes tem domínios particulares que codificam fatores de transcrição capazes de fixar-

se a outros genes e modificar sua regulação (Drouin, 1996; Thompson, 2001). 
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Os genes mais estudados nessa área são os HOX, que possuem uma sequência comum 

(homeobox), codificadora de um homeodomínio responsável pela regulação protéica. Dessa 

forma, esses genes podem codificar fatores de transcrição e controlar a atividade de outros 

genes (ex: genes PAX e EUX) (Krumlauf et al., 1993).  

Muito pouco se conhece sobre os mecanismos que controlam o desenvolvimento dos 

primórdios faciais e das regiões organizadoras desse desenvolvimento. Estudos de bloqueio em 

genes contendo homeobox têm observado que estes controlam o desenvolvimento de várias 

estruturas. A ausência de expressão dos genes HOX na porção anterior do embrião é crucial 

para o desenvolvimento da face, mandíbulas e prosencéfalo (Creuzet et al., 2002). Assim, os 

genes que se expressam durante o desenvolvimento facial são fortes candidatos ao controle 

dos padrões faciais (Krumlauf et al., 1993; Vieille-Grosjean et al., 1997). 

Até o momento o que se conhece decorre do estudo de galinhas. Vieille-Grosjean et al. 

(1997) legitimaram o uso desses animais, mostrando que o grupo de genes HOX é o mesmo 

durante o desenvolvimento humano. Mutações em vários desses genes podem resultar em 

defeitos distintos no desenvolvimento facial (Vieille-Grosjean et al., 1997). 

Existem alguns fatores de sinalização que se expressam durante o desenvolvimento 

facial. Os mais conhecidos são o fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de 

crescimento transformador (FGT) e as famílias de genes Hedgehog (HH) e Wingless (WNT). 

Moléculas sinalizadoras como a endotelina 1 (ET-1), o fator de crescimento derivado da placa 

(FGDP), o fator de crescimento epidérmico (FGE) e os fatores ligadores de membrana (JAGGED 

1 e 2) estão também envolvidas no desenvolvimento facial. 

Estudos têm sugerido que a família FGF exerce um controle sobre a diferenciação, 

sobrevivência e motilidade celular. Vários genes dessa família parecem atuar no 

desenvolvimento dos primórdios faciais (Ornitz e Itoh, 2001).  

Três genes da família Hedgehog foram identificados em humanos: Sonic hedgehog 

(SHH), Indian hedgehog (IHH) e Desert hedgehog (DHH) (Echelard et al., 1993). O gene SHH 

regula a atuação de outros genes como os GLI (2 e 3) e algumas de suas mutações resultam em 

malformações craniofaciais.  
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Em mamíferos e aves, alguns genes como FGF8 e SHH controlam o crescimento inicial 

do processo frontonasal (Hu e Helms, 1999; Firnberg e Neubüser, 2002). Genes como ERM, 

PEA3 e PAX3 são expressos no mesênquima facial e ERM e PEA3 no placóide nasal, sofrendo 

regulação de sinal pelo FGF8.  

A segmentação cortical em camadas sofre influência da segmentação rombomérica, 

que, por sua vez, é controlada por genes regulatórios da família HOX. Outros genes regulam a 

síntese de neurotransmissores, o contato dos neuroblastos com as fibras radiais gliais, o 

processo de migração e formação sináptica (Palmini, 1994). 

A família Wingless (WNT) parece ter vários papéis no desenvolvimento. Em 

camundongos, o gene WNT-1 atua exclusivamente no desenvolvimento do SNC (McMahon, 

1990), enquanto os genes WNT-5, -10a, -10b e -11 atuam no desenvolvimento facial (Wang, 

1996). 

Da família paired box, o gene PAX3 é expresso, no início da neurogênese, nas células 

mitóticas da zona ventricular, no desenvolvimento da medula espinhal e de algumas regiões do 

metencéfalo, mesencéfalo e diencéfalo. Esse gene atua ainda, em conjunto com o PAX1, 6, 7 e 

9, no desenvolvimento facial (Goulding et al., 1991). 

Vários outros genes também participam do controle do desenvolvimento embrionário 

do crânio, face e SNC e a tabela 1 sumariza os principais genes. 
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Tabela 1 Fatores de sinalização e transcrição expressos na crista neural e face durante o 

desenvolvimento embrionário (adaptado de Francis-West et al., 1998). 

 

  Fatores de sinalização Genes homeobox 
Outros fatores 
de transcrição 

Migração  Wnt-5a En protein AP-2 a 

crista neural Dlx-1 a e 2 b Gli-2 a e 3 a 

Msx-1 a,b e 2 b Twist a,b 

Otx-2 a 

  Pax-3 a,b e 7 a  

Primórdio facial Activin a a Barx-1 e 2 AP-2 a 

Bmp-2, 4 a, 5 a e 7 a Dlx1-6 (1 a 2 a) Gli-1,2 a e 3 a 

EGF En-2 Pax-1 a 

ET-1 a GH-6 Twist a,b 

FGF1, 2, 4, 5, 8 e 12 Msx-1 a,b e 2 b 

PDGF- Otx-2 a 

  Jagged 1 b e 2 a Pax-3 a,b e 7 a, 6 a,b 

Shh a,b Ptx-1 

TGF- Hox-11 

TGB1, 2 a e 3 a 

  Wtn-5a, 10a, 10b e 11     
 
a Mutações ou perda de função em ratos knockout resultam em alguma anormalidade facial 

b Existe uma síndrome humana associada a mutações nesse gene 
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Estudo de genes candidatos 

 

Levando-se em conta a potencialidade dos genes de desenvolvimento estarem 

envolvidos na etiologia desse grupo, fica evidente a necessidade de delinear estudos que 

possam elucidar a participação dos mesmos no desenvolvimento normal e anômalo. Ainda não 

existem descrições de genes relacionados aos DLMFH. Num único caso de DLMFH com 

alterações oculares, fenda lábio-palatal, agenesia de corpo caloso e encefalocele, que havia sido 

primeiramente diagnosticado com holoprosoencefalia, foi descrita uma única substituição no 

gene TGIF (Richieri-Costa e Guion-Almeida, 2004). Entretanto a relação entre essa alteração na 

sequência do gene e o fenótipo ainda não pôde ser estabelecida. 

Dentre os diversos fatores que poderiam ser propostos, foram escolhidos 3 genes 

candidatos: SHH, PAX3 e FGF8. Os três participam comprovadamente do desenvolvimento 

embrionário e, no caso dos dois primeiros, eles já foram implicados em síndromes com a 

presença de malformações craniofaciais (Marigo et al., 1995; Ishikiriyama, 1993). Esses fatores 

são expressos em diversos estágios do desenvolvimento da face e SNC (no primórdio facial e 

migração da crista neural) e ainda não está claro qual estágio será afetado por mutações nesses 

genes.  

 

Gene SHH (OMIM 600725)  

 

O gene SHH pertence à família Hedgehog, a qual é composta por genes que controlam o 

desenvolvimento embrionário e foram primeiramente descritos em Drosophila melanogaster. O 

gene é expresso nos SNC, reprodutivo, respiratório, urinário, tecido epitelial (pele, tegumento, 

cabelo) e em células da linhagem hematopoiética e está envolvido no padrão e 

desenvolvimento desses sistemas, inclusive das estruturas craniofaciais (Ertzer et al., 2007). A 

formação da linha média e a expansão das estruturas ligadas a ela dependem da sinalização do 

SHH (Yamagishi et al., 2006). Hu e Helms (1999) demonstraram que a remoção de regiões que 
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expressam o SHH causa crescimento assimétrico da face e fissuras. Os mesmos autores 

demonstraram que a sinalização do SHH é necessária em estágios específicos da morfogênese 

facial, e a disrupção desses sinais está relacionada a vários níveis de dismorfologias faciais. 

Mutações de perda de função no gene SHH perturbam o padrão mediolateral da placa 

neural, resultando em holoprosoencefalia e ciclopia (Belloni et al., 1996; Roesller et al., 1996).  

Entretanto mutações de ganho de função promovem expansão mediolateral da face, ou seja, 

hipertelorismo e consequente duplicação das estruturas da linha média, como nariz ou boca (Hu 

e Hemls, 1999). 

O gene SHH foi mapeado no cromossomo 7q36 por Marigo e colaboradores (1995). 

Possui 3 exons apenas (figura 6) e aproximadamente 9,41kb. Seu RNA tem 1576b, 

transcrevendo uma proteína de 462 aminoácidos e 49,6kDA de peso.  

 

 

Figura 6 Estrutura do gene SHH: apresenta 3 exons, sendo apenas 1 inteiramente 

transcrito (em vermelho) e outros 2 parcialmente transcritos(em azul). 

 

 

Gene FGF8 (OMIM 600483)  

 

Os fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) compreendem uma família de 22 

proteínas distintas (revistos por Ornitz e Itoh, 2001) com funções de sinalização pleitrópicas no 

desenvolvimento e homeostase. Eles têm um papel importante no desenvolvimento geral do 
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embrião (Tanaka et al., 1992; Cohn et al., 1995; Slack, 1994) e no desenvolvimento de tipos 

celulares específicos. O gene FGF8 pertence a essa família de sinalizadores intracelulares e está 

principalmente implicado no desenvolvimento embrionário. O padrão temporo-espacial de 

expressão do FGF8 sugere que ele esteja envolvido na gastrulação, regionalização do cérebro, 

elongação axial, organogênese dos membros e face e na esqueletogênese (Yoshiura et al., 1997; 

revisado por Niswander, 2003; Richman e Lee, 2003). Juntamente com o SHH ajuda a 

determinar a lateralização direito-esquerda do embrião (Meyers e Martin, 1999).  

Mutações em diversos membros da família dos FGFs acarretam uma variedade de 

doenças genéticas humanas caracterizadas por defeitos tanto craniofaciais como nos membros 

(revisado por Shum et al., 2003; Wilkie, 2005). 

Um estudo recente de Bobick e colaboradores (2007) demonstrou que os fatores 8, 4 e 2 

possuem tanto um efeito estimulatório como inibitório na diferenciação das células dos 

membros em formação, do processo frontonasal e do arco mandibular. 

O gene foi mapeado no cromossomo 10q24 (Lorenzi et al., 1995; White et al., 1995) e 

trata-se de um gene pequeno, com aproximadamente 5,94kb. Já foram encontradas 4 isoformas 

diferentes do gene, mas o predominante possui 6 exons (figura 7), um RNA de 1071b, 

traduzindo uma proteína com 233 aminoácidos e peso molecular de 27,8kDa.  O gene é 

expresso principalmente no período fetal, no cérebro em desenvolvimento, no sistema 

reprodutor (ovário, mamas, testículos e próstata), no sistema urinário e também medeia o 

crescimento de células cancerosas através de sua ação hormonal (Heikinheimo et al., 1994; 

Crossley e Martin, 1995). 

Devido ao fato do gene FGF8 expressar-se nos tecidos e órgãos acometidos nos DLMFH, 

mutações nesse gene poderiam estar envolvidas na etiologia dessas malformações, tratando-se 

de um bom gene candidato.  
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Figura 7 Estrutura da isoforma E do gene FGF8: 6 exons, sendo 4 deles inteiramente 

transcritos (vermelho) e 2 parcialmente transcritos (azul). 

 

Gene PAX3 (OMIM 606597) 

 

O gene PAX3 pertence a uma família de genes de fatores de transcrição que possuem 

uma sequência altamente conservada (paired box). Os genes PAX também foram descobertos 

por meio de estudos do desenvolvimento da Drosophila e podem ser agrupados em 4 classes, 

de acordo com a estrutura de seus domínios funcionais (Lamey, Koenders e Ziman, 2004). O 

PAX3 foi mapeado na região 2q35 (Tsukamoto et al., 1992; Ishikeriyama, 1993) e possui 10 

exons (figura 8) e aproximadamente 100kb. Já foram descritas 7 isoformas do gene, mas a 

forma predominante tem um RNA de 3193b, transcrevendo uma proteína de 479 resíduos e 

52,9kDa. Pertence à classe III, juntamente com o PAX7, apresentando 2 domínios de ligação ao 

DNA, o domínio paired e também um domínio tipo homeobox, além de um optapeptídeo e uma 

região 3’  rica em Ser-Thr-Pro a qual está envolvida na ativação transcricional (Chalepakis et al., 

1994; Bennicelli et al., 1995).   

O gene PAX3 é expresso numa variedade de tecidos e órgãos como no SNC, trato 

respiratório e laringe, pele/tegumento. Está envolvido no desenvolvimento embrionário, tendo 

participação principalmente no padrão de desenvolvimento do tubo neural e cérebro (Jessell e 

Snaes, 2000; Thomas et al., 2004).  A expressão do gene também está envolvida no crescimento 

dos somitos, a partir dos quais os precursores dos músculos esqueléticos são formados (Lamey, 

Koenders e Ziman,, 2004). Mutações no gene PAX3 estão relacionadas principalmente à 

Síndrome de Waardenburg (Baldwin et al., 1992; Tassabehji et al., 1992). 
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Figura 8 Estrutura do gene PAX3: possui 8 exons, sendo 6 inteiramente transcritos 

(vermelho) e dois parcialmente transcritos (azul). 

 

Alterações cromossômicas nos DLMFH 

 

Alguns exemplos de desbalanços cromossômicos já foram descritos em pacientes com 

DLMFH. Uma criança de 36 semanas com DLMFH e arrinencefalia apresentou trissomia da 

região 2q31-2qter e monossomia 7q36-7qter, resultado de uma segregação desbalanceada de 

uma translocação materna [46,XX,-7,+der(7), t(2;7)(q31;q36)mat] (Chen, 1994).  

Outra criança com DLMFH e uma translocação recíproca aparentemente balanceada 

herdada de uma mãe clinicamente normal [t(15;22)(q22;q13)] foi descrita por Fryns et al. 

(1993).  

Outra descrição de DLMFH com alteração cromossômica refere-se a um caso de 

rearranjo cromossômico complexo com uma translocação balanceada de novo entre os 

cromossomos 3, 7 e 11, com quatro pontos de quebra e cariótipo 46,XY,t(7;3)(3;11) (7pter--

>7q21.3::3q27-->3qter;3pter-->3 q23::11q21-->11qter; 11pter-->11q21::3q23-->3q27::7q21.3--

>7 qter). A criança descrita por Stevens e Qumsiyeh (1995), apresentou ao exame clínico 

acentuado hipertelorismo, ausência de ponta nasal, alargamento entre as narinas. Também 

tinha defeito no coração, genitálias, coluna e anormalidades estruturais no cérebro. 
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Deleção cromossômica 22q11.2 

 

A microdeleção 22q11 é a deleção intersticial mais encontrada nos seres humanos com 

incidência de 1/4000 a 1/5000 (Devriendt et al., 1998). Existem relatos na literatura que 

associam a deleção 22q11 a mais de 80 tipos diferentes de malformações, combinando níveis 

variáveis de gravidade e causando um fenótipo que inclui a síndrome Velocardiofacial (SVCF; 

OMIM 192430), Sequência DiGeorge (SDG; OMIM 188400) e síndrome Malformativa Cardíaca 

Conotruncal (OMIM 217095).  

A região cromossômica 22q11, conhecida como região DiGeorge, apresenta sequências 

repetidas curtas (low copy repeat sequences, LCR22). Recombinações entre as LCRs explicam a 

recorrência uniforme do tamanho da deleção, comumente de 3Mb (Baumer et al., 1998; 

Edelmann et al.; 1999; Shaik et al., 2000). Entretanto, 1 em cada 12 pacientes tem uma deleção 

menor de 1,5Mb próxima às regiões de LCRs , e os sinais observados em pacientes com esta 

deleção não são diferentes daqueles observados em pacientes com deleção de 3Mb. Assim, 

pode-se deduzir que essa região é fundamental ao fenótipo.  

Desde a descoberta da deleção 22q11, ainda não está claro quais genes são 

responsáveis pelo fenótipo visto e se as desordens relacionadas são monogênicas ou se são 

síndromes de genes contíguos (Swillen et al., 2000).    

Do ponto de vista embriológico, as condições malformativas associadas à deleção 22q11 

têm origem em distúrbio na histogênese das células da crista neural derivadas do 30 e 40 arcos 

branquiais. Modelos animais em que se observa disrupção das células da crista neural sugerem 

que a haploinsuficiência gênica resultante da deleção, de alguma maneira afeta este grupo de 

células ou suas interações (Scambler et al., 2000).  

A SVCF e a SDG são desordens autossômicas dominantes que compartilham um amplo 

espectro fenotípico, incluindo fissura palatal, defeitos cardíacos conotruncais e face dismórfica. 

Ambas as condições são o resultado de defeitos no padrão de desenvolvimento. Inúmeras 

estruturas e tecidos alterados na SVCF/SDG derivam dos arcos branquiais (Baldini, 2002). Há 

uma sobreposição das características clínicas das SVCF e SDG e ambas são causadas pela 
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deleção 22q11, sugerindo que estas condições representam variações na expressão do mesmo 

defeito genético (Swillen et al., 2000). 

O primeiro estudo qualitativo utilizando RMN em indivíduos com SVCF descreveu 

inúmeras anomalias cerebrais, incluindo vermis pequeno, cistos adjacentes, cornos frontais e 

fossa posterior pequena (Mitnick et al., 1994). Estas anomalias cerebrais foram confirmadas em 

inúmeros outros casos descritos (Altman et al., 1995; Lynch et al., 1995; Devriendt et al., 1996b; 

Vataja e Elomaa, 1998). Há relatos de redução do volume da substância cinzenta no cerebelo e 

parte posterior bilateral do giro do cíngulo e lobo temporal direito e redução da massa branca 

nas regiões temporo-parietal e occipital. Outros achados por meio de RM incluem alargamento 

desproporcional da fissura silviana esquerda (Bingham et al., 1997) e anomalias de 

desenvolvimento da linha média, atrofia cerebral leve, agenesia do corpo caloso e anomalias de 

base de crânio (Chow et al., 1999). 

Além dessas alterações cerebrais, há na literatura descrição de 11 pacientes com 

Polimicrogiria (PMG) e que apresentam síndrome da deleção 22q11 (Scambler et al., 2000). 

Outras malformações cerebrais tais como: atrofia, hipoplasia ou agenesia de corpo caloso, cisto 

em septo pelúcido, holoprosencefalia dentre outras, já foram associadas à deleção do 22q11, 

embora tanto a PMG como estas outras malformações sejam consideradas de baixa ocorrência 

na síndrome de deleção do 22q11 (Takanashi et al., 2003; Barkovich et al., 2001). 

Após esta revisão da literatura, observou-se uma semelhança entre os achados 

neurológicos em DLMFH e as síndromes de deleção 22q11, sugerindo a possibilidade de 

etiologia comum para essas condições clínicas, ao menos em parte dos casos, em vista da 

heterogeneidade clínica dos DLMFH. 

Alterações na região 22q11 foram relatadas associadas a casos de displasia frontonasal e 

condições similares. 

Stratton e Payne (1997) descreveram um caso de displasia frontonasal caracterizado por 

nariz bífido, ponte nasal plana, filtro nasolabial plano, hipertelorismo, braquicefalia e 

tetratologia de Fallot. Utilizando a técnica de FISH, foi constatada a deleção na região 22q11 

(região DiGeorge). Os autores sugerem que um ou mais genes desta região crítica interferem no 
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desenvolvimento do nariz. Além disso, sugerem que alterações na migração das células da crista 

neural possam estar envolvidas nas malformações frontonasais e que mais de um gene 

influencie este processo. Em 1998, Kirkpatrick et al. descreveram o caso de um menino com 

anomalias frontonasais e deleção na região 22q11, similar ao descrito por Stratton e Payne 

(1997).  

Gripp et al. (1997) descreveram dois pacientes com síndrome de microdeleção 22q11.2 

que apresentam fenótipo bem variável. Os indivíduos apresentavam nariz largo e bífido e 

tetralogia de Fallot, hipocalcemia neonatal, defeito no septo atrial, fissura palatal e úvula bífida. 

Já na fase adulta, um destes pacientes foi avaliado por Lynch et al. (1995) e classificado como 

portador da SVCF. Estes autores detectaram dismetria e disdiadococinesia consistente com a 

degeneração cerebelar, atrofia de vermis do hemisfério cerebelar, calcificação do gânglio basal, 

e lesões brancas no exame RMN sugeridas como perda axonal, isquemia ou desmielinização. 

Tais achados são similares aos referidos por nosso grupo em indivíduos com DLMFH (Giffoni et 

al., 2005).  

Fryns et al. (1993) relatam um caso de displasia frontonasal, associado a uma 

translocação balanceada de herança materna entre os cromossomos 15/22, cariótipo 46, XX, 

t(15;22)(q22;q13). As características clínicas encontradas incluíam bossa frontal proeminente, 

crânio bífido, fissuras palpebrais oblíquas para baixo, hipertelorismo ocular, epicanto, 

estrabismo divergente, palato alto, nariz bífido e implantação baixa e em “V” dos cabelos na 

fronte. Tomografia computadorizada do crânio mostrou dilatação dos ventrículos laterais, 

calcificações epifisárias e hiperpneumatização dos seios paranasais.  

Schulze et al. (2001) descrevem o caso de 2 pacientes com Displasia Facial Média. Os 

pacientes apresentavam fissura lábiopalatina bilateral, ponte nasal alta, fóvea profunda na 

ponta nasal, prolabium curto, ausência de freio labial, premaxila hipoplásica, e atraso no 

desenvolvimento da cartilagem septal e anomalias cardíacas. A RMN do cérebro detectou 

alargamento dos sinus frontais bilaterais, porção anterior de ambos os hemisférios cerebrais 

reduzida e padrão do giro frontal sugerindo polimicrogiria. Ambos os pacientes apresentaram 

cariótipo normal, mas pela técnica de FISH encontrou-se deleção na região 22q11.  
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AS ABERRAÇÕES CROMOSSÔMICAS E A UTILIZAÇÃO DA TÉCNICA DE MICROARRAY CGH NA 

PESQUISA 

 

A técnica de citogenética clássica utilizando bandamento G é o meio mais comum de se 

detectar aberrações cromossômicas, entretanto a despeito de seu indiscutível sucesso, esta 

ferramenta tem uma resolução limitada, geralmente não detectando alterações menores que 

3–5 Mb. Sabemos que alterações menores também podem contribuir substancialmente para a 

etiologia de malformações (Schinzel, 2001).  Essa limitação tem sido em parte superada pelo 

uso da técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH), a qual tem uma resolução de 5–

500 kb, entretanto essa outra técnica não apresenta a possibilidade da pesquisa de múltiplas 

regiões simultaneamente e sondas candidatas devem ser selecionadas antes da investigação 

por essa técnica, baseada no fenótipo do paciente. Recentemente o desenvolvimento de 

técnicas como a Hibridização Genômica Comparativa (array-CGH) (Pinkel et al., 1998; 

Antonarakis, 2001; Snijders et al., 2001) tem permitido a análise de milhares de regiões do 

genoma simultaneamente para a detecção de microdeleções e microduplicações (Solinas-Toldo 

et al., 1997; Pinkel et al., 1998; Snijders et al., 2001; Buckley et al., 2002; Vermeesch et al., 

2005). Essa técnica compara o DNA marcado de dois diferentes indivíduos: o DNA teste (ou do 

paciente) e um referência (ou controle), os quais são co-hidridizados em um suporte sólido 

(normalmente uma lâmina de vidro de microscopia) que contém clones ou fragmentos de DNA 

sintetizados imobilizados (Albertson e Pinkel, 2003). Os arrays têm sido construídos com uma 

variedade de substratos de DNA, incluindo oligonucleotídeos (Lucito et al, 2003), cDNAs (Pollack 

et al, 1999) ou cromossomos artificiais de bactérias (BACs) (Bejjani et al, 2005). A resolução do 

array é limitada apenas pelo tamanho do DNA alvo clonado e pela distância entre essas 

sequências nos cromossomos. 

A primeira vantagem do array-CGH sobre a técnica de FISH é a habilidade do primeiro de 

detectar alterações no número de cópias do DNA em múltiplos loci do genoma 

simultaneamente. Essas alterações incluem deleções, duplicações ou amplificações em qualquer 

locus desde que a região esteja contida no array. Assim, o array-CGH é um experimento de FISH 

coordenado e simultâneo de milhares de loci diferentes (Ligon et al, 1997).  
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Existem diferentes abordagens na construção e desenvolvimento dos arrays-CGH. Alguns 

foram desenhados para cobrir o genoma humano inteiro (Ishkanian et al, 2004; Snijders et al, 

2001). Esses microarrays, designados whole-genome, geralmente incluem clones que cobrem 

todos os cromossomos e um exemplo deles são os que possuem um clone a cada mil bases 1kb, 

em média, no genoma (Snijders et al, 2001; Greshock et al, 2004; Shaw-Smith et al, 2004). 

Whole-genome arrays são muito úteis na triagem de ganhos ou perdas de DNA, ou seja, na 

identificação de alterações cromossômicas desconhecidas (genome profiling), com uma alta 

resolução. 

O uso da técnica na pesquisa acelerou o passo da descoberta na genética humana. A 

alta resolução oferecida pelo array-CGH vem sendo usada para definir regiões candidatas que 

contenham supostos genes responsáveis por doenças genéticas humanas. Por exemplo, Vissers 

et al (2004) utilizaram a técnica para estudar indivíduos com Síndrome CHARGE. Os resultados 

obtidos permitiram aos autores focarem-se em apenas nove genes dentro da região delimitada 

pela técnica e eles foram capazes de detectar mutações no gene CHD7, finalmente mostrando 

que elas eram responsáveis pelo fenótipo da síndrome. A alta resolução do array-CGH foi 

crucial para refinar a região crítica da doença e reduzir o número de genes candidatos para 

serem investigados posteriormente. 

O array-CGH torna-se então uma potente técnica para investigação de malformações 

nas quais a etiologia ainda é desconhecida. No caso da BCD e dos DLMFH, essa estratégia 

poderia indicar regiões alteradas ou até mesmo genes que estão envolvidos no fenótipo dos 

pacientes.  
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                                                                                                                    OBJETIVOS 

 

 

Nesse contexto, nosso objetivo foi contribuir para o esclarecimento etiológico das 

síndromes raras com anomalias craniofaciais visando a uma melhor caracterização das mesmas. 

Especificamente, pretendia-se: 

 

1) Investigar, nos indivíduos com BCD, a presença de mutações nos genes IRF6, P63, OSR2, 

TBX10, FOXE1, SHH, FGF8 e PAX3, em busca da etiologia dessa síndrome.  

 

2) Investigar, nos indivíduos com DLMFH, a presença de mutações em genes candidatos 

como SHH, FGF8 e PAX3, em  busca dos fatores envolvidos na etiologia desses defeitos. 

 

3) Identificar, em ambas casuísticas, possíveis alterações cromossômicas por meio da 

técnica de array-CGH. 

 

4) Associar os achados detectados nas investigações neurológica e neuropsicológica 

anteriormente descritos aos possíveis achados moleculares. 

 

5) Contribuir com dados para o aconselhamento genético das famílias, quando pertinente. 
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 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

CASUÍSTICA 

 

Este projeto foi aprovado pelo CEP/FCM/UNICAMP (488/2002/CONEP 7016) (Anexo I). 

Após a anuência do participante ou de seu responsável, foi solicitada a assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido (Anexo II).  

A casuística do presente estudo foi composta por dois grupos distintos: BCD e DLMFH. 

Na maior parte da pesquisa apenas o propósito foi testado, salve os casos da BCD, nas quais 

todos os indivíduos coletados também o foram ou casos em que foi necessário determinar a 

origem hereditária da alteração.  

 

BCD 

 

A casuística da BCD era formada por 3 casos, sendo apenas um familial e os outros dois 

casos isolados. A família foi anteriormente descrita por Gil-da-Silva-Lopes et al. (2003) e um dos 

casos isolados descrito por Martinhago e Ramos (2004). Os aspectos clínicos estão no Anexo III e 

o heredograma da família BCD1 no Anexo IV. Trata-se de uma casuística com poucos indivíduos, 

pois é uma malformação rara, com poucos relatos na literatura. 

 

DLFMH 

 

Foram estudados 13 pacientes com DLMFH. Grande parte da casuística foi atendida no 

Ambulatório de Anomalias Craniofaciais da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) no 

período de 2001 a 2004 e avaliada dismorfologicamente por geneticista clínico com ficha 

padronizada de coleta de dados e investigados de acordo com a rotina dismorfológica padrão 

(AASE, 1990). A avaliação dismorfológica, neurológica, exames de Ressonância Magnética e, na 

maioria dos casos, exame de Spect foram anteriormente realizados (Giffoni, 2005). Os aspectos 

clínicos estão no Anexo V. 
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INFRA-ESTRUTURA 

 

A primeira parte do trabalho foi desenvolvida no Craniofacial Anomalies Research 

Center da Universidade de Iowa, nos Estados Unidos, pois contava com a colaboração e apoio 

financeiro do grupo do Prof. Dr. Jeffrey C. Murray, com grande experiência na área. Tanto a 

complementação desse estudo, como os estudos moleculares dos DLMFH, foram feitos nas 

dependências do Laboratório de Genética Molecular também do Departamento de Genética 

Médica da FCM/UNICAMP, que apresenta toda a infra-estrutura necessária. 

Os experimentos de citogenética molecular (array-CGH) foram desenvolvidos no The 

Wellcome Trust Sanger Institute com o apoio do Dr. Nigel Carter e os estudos posteriores, 

utilizando a técnica de FISH e Genotipagem Automática, foram feitos no Laboratório de 

Citogenética e no Laboratório de Genética Molecular do Departamento de Genética Médica da 

FCM/UNICAMP. 

 

ESTUDO DOS GENES CANDIDATOS   

 

 Extração de DNA 

 

Foram colhidos de 10 a 20 ml de sangue periférico em tubos cônicos, contendo 1,0 ml de 

EDTA (etilenodiaminotetracetato dissódico.2H2O) 10 % pH 8,0 como anticoagulante. Para 

obtenção das amostras de DNA genômico, utilizamos o método do fenol-clorofórmio (Araújo et 

al., 1996).  

 

 Amplificação dos fragmentos de interesse 

  

 Utilizou-se a técnica de amplificação por reação em cadeia da polimerase (PCR) para a 

amplificação de todos os exons e também regiões 5’ e 3’ não transcritas dos genes. As 

sequências dos oligonucleotídeos utilizados com as respectivas temperaturas de anelamento 

(Tm) e tamanhos dos fragmentos gerados seguem em tabelas abaixo. Os componentes e 
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volumes das reações variaram conforme o gene e as condições de amplificação dos fragmentos 

seguiram o esquema da figura 9. 

 

 

 

Figura 9 Esquema dos ciclos utilizados na amplificação por PCR dos fragmentos gênicos 

dos 5 genes primeiramente estudados. 

 

GENES IRF6, P63, OSR2, TBX10 e FOXE1 NOS PACIENTES COM BCD 

 

 Gene IRF6 

 

Para amplificação do gene IRF6 foram utilizados 9 pares de oligonucleotídeos 

anteriormente descritos por Kondo et al., 2002 (tabela 2) e as reações preparadas com BIO-X-

ACT™ Long DNA Polymerase (Bioline USA Inc., Taunton, MA, US), segundo recomendações dos 

fabricantes. 
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Tabela 2 Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 9 fragmentos do gene IRF6. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

1 
forward: ATCTGGAAAAGGGCGACAGG 

57 537 
reverse:  AGAAGCGGAGGAGTAGGGTG 

2 
forward: AAAGTTATGGAAACAGCAAC 

57 382 
reverse:  TTATTCTAGGGCTTCTGAGC 

3 
forward: CATGCCCCCAAAAGAGGAAT 

57 560 
reverse:  GGCTAGAGCATGAAGTGTAA 

4 
forward: AGGCTTTCTTGCTTTATCCA 

57 512 
reverse:  GCTCTGGGCAATGATAGGAC 

5 
forward: TGCTTTCAGGGCAGTGGTGG 

57 425 
reverse:  CAGTGAATCTAGGGAGGTCC 

6 
forward: TTTACTTCTTCCCTGGTGAC 

57 432 
reverse:  CAGTGTTTGGTTCTTGTCTA 

7 
forward: CTTGACCTCCTCCAGACTAA 

57 650 
reverse:  AGTGGCCTTCCTGAATGATG 

8 
forward: GTTTCAGCAAGACTCTAAGG 

57 436 
reverse:  AAAGATGGTATTTGTTGAGT 

9 
forward: GTCTTCCTCAGGGCCTCTTT 

57 446 
reverse:  GGCATATTTGGATCACAAAC 

10 
forward: TCACTGTGTACCCCACCAAA 

57 492 
reverse:  TGGGAGGAGGACCAGCTTAT 

 

 

 Gene P63 

 

Para amplificação do gene P63 foram utilizados 13 pares de oligonucleotídeos 

anteriormente descritos por Vieira et al., 2005 (tabela 3) e os experimentos foram realizados 

tanto com protocolos do Laboratório de Iowa, como também protocolos novos desenvolvidos 

no Brasil.  
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Tabela 3 Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 13 fragmentos do gene P63. 

 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') 
Tm 

(C) 
Tamanho 

(pb) 

5´UTR 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTCTGGTAAGAATCGAGTGTTTATGA 

57 533 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCTGGGAAGATTCGCTTCAAAT 

1 
forward: TGTAAAACGACGGCCAAGAAACGCTCCGCCTCT 

57 474 
reverse:  AGGAAACAGCTATGACCAAATGGGAAGATTCGCTTCA 

3 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTTCCATTGGAGTGGAGGAGTC 

57 458 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCCAGCCACCACAGAAAACATT 

4 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTGTGAAGTGCTTCCGACGTG 

57 490 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCTTTCCACCATGAACATGGAAT 

5 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCTCAGCTTCTTCATGCT 

57 537 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCATGCCCACAGAATCTTGACC 

7 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTTTGCCCTTTTAGGAGGAAGC  

57 533 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCGTGAAATGCCTTGAGGACCA 

9 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTCAGCAAGATAACGGGCTTTC  

57 507 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCTCCTTTCCCATTGTCACAGA 

10 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTTGTTTCCTTCTTTCCTTCTGC 

57 464 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCTGTGTATGGACCAGGCATATAGA  

11 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTAGCCTCGCAGTCAGTTTCTC 

57 501 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCGTCAGAAACCCAAGCCACTC 

12 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTAAGCAGAGAAAGGGGAGGAA 

57 520 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCAACTCCAACCACAGGACTGC 

13 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTAATCGCTGATCTGCAGGAAT  

57 505 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCATAGGTTGAGGCCTGGGAAT 

14 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTTGCCTTTGTGCTTAGTTCC 

57 543 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCAAGCAGGAGTGCTTTTAGGG 

15 
forward: TGTAAAACGACGGCCAGTGCCTTATCCCATTTCTTCCTC 

57 485 
reverse:  CAGGAAACAGCTATGACCTAGTGGCTTTGTGCCTTTGA 
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 Gene OSR2 

 

Para amplificação do gene OSR2 foram utilizados 6 pares de oligonucleotídeos 

anteriormente descritos por Debeer (2002), presentes na tabela 4. As reações foram preparadas 

com o kit BIOLASE™ PCR (Bioline USA Inc., Taunton, MA, US), segundo recomendações dos 

fabricantes. 

 

Tabela 4 Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 6 fragmentos do gene OSR2. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

1 
forward: CCGCTACTAAAGCCCAAGAC 

51 497 
reverse:  CGAGAATCTGAACGCCTCT 

2a 
forward: GGAGGGAGACTTAGGTGTGG 

51 411 
reverse:  GTGATCTCGTGCACATTGG 

2b 
forward: GACCATGCACATGAACCAC 

51 545 
reverse:  CTCCCAGCCATCCTCCTT 

3 
forward: GGGGCAAAGTTATTTCAATG 

48 180 
reverse:  CGAACCAGCCACTGTTTTTA 

4a 
forward: ATTGAAAAGGGTGCAGTGGT 

51 343 
reverse:  GGGATGTAGTAGTGTGTGGCTTT 

4b 
forward: TTCACTGACCCCAGCTCTTC 

51 330 
reverse:  GCAAGACACCTTTGCAGGAG 

 

 Gene TBX10 

 

Para amplificação do gene TBX10 foram utilizados 8 pares de oligonucleotídeos 

anteriormente descritos por Vieira et al., 2005 (tabela 5) e as reações foram preparadas 

seguindo mesmo protocolo descrito para o gene OSR2. 
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Tabela 5         Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 8 fragmentos do gene TBX10. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

5’UTR 
forward: ACACAGGAAATCACAAGAGG 

50 466 
reverse:  TCGGGAGCATTTATTAGTTC 

1 
forward: AGATGGGAAGAGAAAGTGGT 

51 513 
reverse:  TCGGAAATTATATCCAGGTG 

1-2 
forward: AGACTCGTACCAAACTTTTCC 

52 442 
reverse:  CTGGAAGCACCAAAGGAG 

2 
forward: TGCTTTTTATTTTCCTCCAG 

52 236 
reverse:  ACACAGGGGACCACAGTC 

3 
forward: GTTCAGGTCTTTTTGCTCAC 

52 324 
reverse:  GGGTAATAGCGACTGACTGT 

4 
forward: CTGCTTGTCTCAACCATGT 

51 264 
reverse:  CAGATCACCAATGTCAGCTA 

5 
forward: GTCGGAGAGAGAACTTGGAT 

53 332 
reverse:  CCTGTCTGGACTGAAGTAGG 

6 
forward: TTTGCCCTTTCAGTAAGAAG 

52 361 
reverse:  ACTGCAGAAGGATTCACTTG 

7 
forward: CTGATGAACTTTTGCACTGA 

50 355 
reverse: TCAGGGAATTGAATATTTGG 

8 
forward: TCTGGATCTCTCTGCATTTT 

52 351 
reverse: TTGAGTTTATCTCCCTTCCA 

9-10 
forward: CTAAAAAGCTGCGTGTGTTT 

50 404 
reverse: ACAAGCAAATGGAATGTTCT 

 



 

 80 

 
 Gene FOXE1 

 

Para amplificação do gene FOXE1 foram utilizados 3 pares de oligonucleotídeos 

anteriormente descritos por Castanet (2002), listados na tabela 6. As reações foram preparadas 

tanto com o protocolo utilizando o kit BIOLASE™ PCR (Bioline USA Inc., Taunton, MA, EUA), 

segundo recomendações dos fabricantes, como também com a Taq DNA Polymerase (Qiagen 

Inc., Valencia, CA, EUA), que possui o Q-solution como aditivo para melhorar a amplificação de 

fragmentos ricos em GCs.  

 

Tabela 6        Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 3 fragmentos do gene FOXE1. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

1 
forward: CTGAGCTCTCCGCAGAAGG  

57 589 
reverse:  GTAAGCCGGGTAGGTGGAGA 

2 
forward: GCGGAGGACATGTTCGAGA 

57 589 
reverse:  ACGTGCGCCCGTAGAAGT 

3 
forward: CTACCACCACCGGCTACCAG 

59 405 
reverse:  GAACGTGTGAACAGCCGATG 

 

 

 

Sequenciamento Automático 

  

 Todos os fragmentos obtidos foram diretamente sequenciados utilizando o kit de 

sequenciamento Big Dye Terminator Cycle v3.1 Sequencinq Kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA, EUA) e os componentes e volumes da reação estão descritos na tabela 7. 
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Tabela 7 Componentes e volumes utilizados nas reações de sequenciamento. 

Reagente Volume 

H20 q.s.q 10µl 

Big Dye 0,25µl 

Tampão (5X) 1µl 

PCR 1µl (200ng) 

primer 0,5µl (5pmoles) 

DMSO4 0,5µl 

  

Para a realização da amplificação foram utilizados ciclos seguindo o esquema da figura 

10. 

 

 

  

                     

 

Figura 10  Ciclos e temperaturas utilizados na reação de seqüenciamento dos 5 genes. A 

temperatura de anelamento utilizada (Tm) foi a mesma das PCRs. 

 

Depois de prontas, as reações foram purificadas utilizando-se isopropanol e etanol com 

o intuito de se removerem os nucleotídeos marcados não incorporados. 

 Foi utilizado o sequenciador ABI Prism TM 3730 (Perkin Elmer, Boston, MA, EUA) para a 

determinação da sequência linear dos fragmentos anteriormente amplificados. 

Os cromatogramas foram transferidos para uma estação Unix (Sun Microsystems Inc., 

Mountain View, CA, EUA), as bases nomeadas com PHRED (versão 0.961028), alinhadas com 

96C 96C 

60C 60C 
30seg 

4min 

5seg 

10seg 
10min 

Tm 

40 ciclos 
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PHRAP (version 0.960731), escaneadas pelo POLYPHRED (versão 0.970312) e os resultados 

observados no programa CONSED (versão 4.0) (Nickerson et al., 1997). 
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GENES CANDIDATOS SHH, FGF8 e PAX3 NOS PACIENTES COM BCD E DLMFH  
 

 Gene SHH 

Para amplificação da região promotora e dos 3 exons do gene SHH foram utilizados 9 

pares de oligonucleotídeos (tabela 8) desenhados utilizando o software Primer3 

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Na elaboração das reações 

também foi necessária a utilização do mesmo protocolo do gene FOXE1, pelo gene ser rico em 

GCs. 

Tabela 8        Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 9 fragmentos do gene SHH. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') 
Tm (°C) Tamanho 

(pb) 

5’UTR 
forward: GCTGTGCCCCTCAAATGT 

58 401 
reverse:  CTGGAGAGCTTGTGAGAGAG 

5’UTR2 
forward: GGTGAAAATAAAGCAACAGC  

60 401 
reverse:  CTCTCTCTTGCGCTTTCC 

1 
forward: GGGCAAGGTTATATAGGAAGA 

60 233 
reverse:  ATACCAGCAGCGAGGAGA 

1-2 
forward: ACAGCTCGGAAGTCATCA 

60 396 
reverse:  GTGTTCGGCTTCTCGTAAC 

2 
forward: AAATGCTGTCCCTCTTCC 

60 419 
reverse:  GTAGTACACCCAGTCGAAGC 

2-2 
forward: AGAGGAGTCTCTGCACTACG 

60 243 
reverse:  CCCAGGTTTCTTTTTCTCTT 

3 
forward: CTCTTCTTTCCCTTCTCCTC 

60 235 
reverse:  TCTCGATCACGTAGAAGACC 

3-2 
forward: TCTACAGCGACTTCCTCACT 

60 552 
reverse:  GAGCGGTTAGGGCTACTCT 

3-3 
forward: GCACCATTCTCATCAACC 

60 418 
reverse:  CTTTTCCGAGTGTCTTTTTG  
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 Gene FGF8 

 

Para amplificação da região promotora e dos 5 exons do  gene FGF8 foram utilizados 10 

pares de oligonucleotídeos anteriormente descritos por Yoshiura et al., 1997 (tabela 9).  

Tabela 9        Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 10 fragmentos do gene FGF8. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

1 
forward: ACCCGCACCCTCTCCGCT 

58 269 
reverse:  CCTCACCTGGGCTTGG 

2 
forward: GTTGCACTTGCTGGTCCTCT  

60 218 
reverse:  CAGGAGGGGTGCTACCTCT 

3 
forward: ACCGGGACTGACTCTGCGG 

60 215 
reverse:  CGGCTGGGTGAACCCTATG 

4 
forward: CTCTCAACATTTGCTCCGTA 

60 243 
reverse:  CCCACCCACGCAAGTCGG 

5 
forward: CTGGCGGCTTGGGGCAGT 

60 222 
reverse:  CCGCTGGTGCGGCTGTAGA 

6 
forward: GAGCCTGGTGACGGATCAGC 

60 203 
reverse:  CGGCCAGTGCAGTTGGGAC 

7-8 
forward: TTTGGAGCAGTTGCTGCTGG 

60 175 
reverse:  TGTTCATGCAGATGTAGAGGC 

8-9 
forward: CGTGGAGACGGACACCTTTG 

60 198 
reverse:  TACCTTGTTGGGATCAGAGCC 

10 
forward: GGGTGCCCACCTGCTGTCT 

60 236 
reverse:  TGGTGCTGCCGCGTCTTGG 

11 
forward: GCTGGTACATGGCCTTCACC 

60 245 
reverse:  TCTCTGCGGTCTGGCATTGT 
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 Gene PAX3 

Para amplificação da região promotora e dos 10 exons do gene PAX3 foram utilizados 11 

pares de oligonucleotídeos desenhados também com o software Primer3 (tabela 10). 

Tabela 10      Oligonucleotídeos utilizados para a amplificação dos 11 fragmentos do gene PAX3. 

Fragmento Sequência do primer (5'-3') Tm (C) 
Tamanho 

(pb) 

5’UTR 
forward: ACACAGGAAATCACAAGAGG 

50 466 
reverse:  TCGGGAGCATTTATTAGTTC 

1 
forward: AGATGGGAAGAGAAAGTGGT 

51 513 
reverse:  TCGGAAATTATATCCAGGTG 

1-2 
forward: AGACTCGTACCAAACTTTTCC 

52 442 
reverse:  CTGGAAGCACCAAAGGAG 

2 
forward: TGCTTTTTATTTTCCTCCAG 

52 236 
reverse:  ACACAGGGGACCACAGTC 

3 
forward: GTTCAGGTCTTTTTGCTCAC 

52 324 
reverse:  GGGTAATAGCGACTGACTGT 

4 
forward: CTGCTTGTCTCAACCATGT 

51 264 
reverse:  CAGATCACCAATGTCAGCTA 

5 
forward: GTCGGAGAGAGAACTTGGAT 

53 332 
reverse:  CCTGTCTGGACTGAAGTAGG 

6 
forward: TTTGCCCTTTCAGTAAGAAG 

52 361 
reverse:  ACTGCAGAAGGATTCACTTG 

7 
forward: CTGATGAACTTTTGCACTGA 

50 355 
reverse: TCAGGGAATTGAATATTTGG 

8 
forward: TCTGGATCTCTCTGCATTTT 

52 351 
reverse: TTGAGTTTATCTCCCTTCCA 

9-10 
forward: CTAAAAAGCTGCGTGTGTTT 

50 404 
reverse: ACAAGCAAATGGAATGTTCT 
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Sequenciamento automático 

  

 Todos os fragmentos obtidos foram diretamente sequenciados. Para tanto foi necessária 

uma purificação anterior com a enzima Exo-Sap (GE Healthcare, EUA) de acordo com as 

recomendações dos fabricantes, no intuito de se removerem restos de oligonucleotídeos, 

DNTPs, etc., que pudessem atrapalhar a qualidade da reação. Utilizou-se o kit de 

sequenciamento para MegaBACE 1000  DYEnamic ET (Amersham Biosciences, UK). Os 

componentes e volumes da reação estão na tabela 11 e o esquema dos ciclos utilizados na 

figura 11. 

 

Tabela 11 Componentes e volumes utilizados nas reações de sequenciamentodos para 

MegaBACE. 

Reagente Volume 

H20 q.s.q. 10µl 

Pré-mix 4,0µl 

Primer 1,0µl (5pmoles) 

PCR tratado 2,0µl 

 

 

                                              

Figura 11  Esquema dos ciclos utilizados na reação de sequenciamento para MegaBACE. As 

temperaturas de anelamento de cada fragmento dos genes foram as mesmas das 

PCRs. 
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Posteriormente as reações foram purificadas utilizando-se acetato de amônia e etanol, 

também para remover as impurezas que poderiam atrapalhar o sequenciamento. 

 As reações foram submetidas ao sistema de eletróforo capilar MegaBACETM 1000 

(Amersham Biosciences, UK)  para a determinação da sequência linear dos fragmentos 

anteriormente amplificados. 

 As sequência foram analisadas utilizando os programas Chromas (Technelysiun Pty Ltd) 

ou  FinchTV (Geospiza, Inc.) e o GeneRunner (Hastings Software, Inc.). 

 

 

 Bancos de dados 

 

 Alterações não sinônimas, que causam substituição de um único aminoácido na 

sequência protéica, podem ou não alterar a função e a estrutura da proteína. Seguindo as 

recomendações para interpretação de alterações gênicas (ACMG recommendations, 2000), as 

trocas de bases encontradas nos genes foram pesquisadas em bancos de dados genéticos para 

verificação de descrições anteriores.  

 O primeiro tipo de banco utilizado foi de polimorfismos ou SNPs, principalmente o Single 

Nucleotide Polymorphism database (dbSNP) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP),  para 

verificar se a alteração era comumente encontrada na população e o segundo tipo de banco 

pesquisado foi de mutações como o Human Gene Mutation database (HGMD) 

(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php).  
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ESTUDO DA DELEÇÃO 22q11.2 POR FISH 

  

Para investigação da amostra, foi utilizada uma sonda tipo lócus específica para a região 

22q11.2 – DiGeorge/VCFS, HIRA/TUPLE1 lócus (Vysis Inc., Downers Grove, IL, EUA)   de 120 Kb 

espectro orange e uma sonda controle telomérica banda 22q13 espectro green. A visualização 

dos cromossomos foi realizada em microscópio de epifluorescência Olympus (BX51-BF-II/BX2 ®) 

utilizando um sistema automático para análise de imagem.  

 Para a realização da técnica, foram utilizadas suspensões de linfócitos de sangue 

periférico. Essas células foram estocadas em solução de metanol e ácido acético 3:1 a -20°C e 

depois utilizadas para preparação de lâminas.  

Para cada caso foram analisados 20 metáfases e 50 núcleos. A deleção deveria ser 

considerada verdadeira se todas as metáfases analisadas apresentassem hibridação da sonda 

controle em ambos os cromossomo 22 e da sonda teste em apenas 1 cromossomo 22. 

Esse estudo foi objeto de tese anterior, tendo sido desenvolvido por Simioni (2008). 
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INVESTIGAÇÃO DE ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS PELA TÉCNICA DE array-CGH  
 

Para a investigação de possíveis alterações cromossômicas foram utilizadas lâminas ou 

plataformas Whole Genome Tiling Path (WGTP), contendo cerca de 30000 insertos clonados que 

cobrem todo genoma (Fiegler et al., 2007). As informações sobre todos os clones e suas 

localizações podem ser obtidas no banco de dados do site do The Wellcome Trust Sanger 

Institute (Ensembl genome Browser: http:// www.ensembl.org/).  

 

 Marcação do DNA por random priming 

 

Antes dos DNAs referência-controle e dos pacientes serem hibridados nos chips, estes 

foram amplificados e marcados com fluorófogos de cores diferentes para serem detectados 

pelo laser do scanner. Para tanto utilizamos o kit ENZO Labeling (ENZO, UK) e os fluoróforos 

cyanine 3 (Cy3-dCTP) e cyanine 5 (Cy5-dCTP) (Amersham Biosciences, UK).  

 

 Lavagem e precipitação das amostras de DNA marcadas 

  

 Após a marcação dos DNAs, esses foram purificados, utilizando-se colunas Microcon YM30 

(Millipore/Amicon) para a retirada dos nucleotídeos não incorporados e tratados com Cot-1 

DNA humana, com o intuito de se bloquearem ligações inespecíficas e seguiu-se a precipitação 

das amostras com acetato de sódio e etanol. Por fim as amostras foram ressuspendidas em um 

tampão apropriado para pré-hidridação. 

 

 Hibridação 

 

As sondas (DNAs marcados) foram hibridadas às plataformas em uma estação de 

hibridação Tecan (Hs.4800, Tecan Inc.) na qual um sistema automatizado desnatura as amostras 

e promove várias lavagens subsequentes e uma secagem final para seguinte escaneamento das 

lâminas.  Todos os experimentos foram feitos em duplicidade, mas com a marcação reversa (dye 

swap). 
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 Escaneamento das lâminas 

 

Para coleta dos dados foram utilizados o scanner da Agilent e o sofware Agilent Feature 

Extraction (ambos da Agilent Technologies). 

 

 Análise das imagens e dados 

 

Para analisar os dados obtidos utilizou-se o software BlueFuse for Microarrays Software 

Package (BlueGnome, Cambridge, UK), com o qual  se obteve as intensidades das fluorescências 

e os dados estatísticos (log2 ratio). Com o Bluefuse a análise completa do experimento pode ser 

observada: a extração da intensidade de cada spot, visualização, análise estatística dos 

resultados e um display gráfico dos resultados. Todos os resultados foram depois, analisados no 

Microsoft Excel.  

  

 Confirmação dos resultados pela técnica de Genotipagem Automática e FISH  

 

A comprovação das alterações cromossômicas observadas foi realizada por outro 

método. Como apenas os propósitos foram testados, no caso de alguma alteração era realizado 

o teste dos genitores com as mesmas técnicas de confirmação.   

 

Genotipagem Automática 

 

Para confirmar uma alteração encontrada no paciente DLMFH1 foi utilizada a técnica de 

genotipagem automática. 

Foi realizada a PCR para a amplificação dos marcadores polimórficos de DNA de acordo 

com protocolos previamente padronizados no laboratório e utilizando oligonucleotídeos 

marcados com moléculas fluorescentes (FAM, VIC e NED). O número, localização e a 

porcentagem de heterozigose dos marcadores do tipo microssatélites foram obtidos a partir do 
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banco de dados GENETHON (http://www.genethon.fr) ou do GENOME DATABASE 

(http://www.gdb.org). As amostras foram posteriormente submetidas à eletroforese capilar em 

equipamento MegaBACE 1000.   

Para a confecção da genotipagem foram utilizados 7 pares de marcadores (tabela 12), 

localizados tanto dentro da região, como fora dela. E foram testadas as três gerações da família.  

 

Tabela 12 Marcadores utilizados para comprovação da deleção 2q36.1-2q36.3. 

 

Marcador Lócus Heterozigose 
Fragmentos 

amplificados (pb) 

    

D2S126 2q36.1 0,8250 133-137 

D2S2197 2q36.1 0,7200 130-142 

D2S133 2q36.1 0,6898 230-238 

D2S2354 2q36.3 0,800 264-270 

D2S2308 2q36.3 0,8410 181-233 

D2S362 2q36.3 0,7704 106 

D2S396 2q36.3 0,8348 237-241 

 

 

Os resultados foram analisados por meio do software MegaBACE™ Fragment Profiler 

v2.1 (GE Healthcare, EUA). A determinação do tamanho dos fragmentos amplificados é dada 

pela visualização dos picos de fluorescência. Após a visualização do tamanho dos fragmentos, 

foram determinados os genótipos de cada um dos membros da família analisados para a 

determinação da perda de heterozigose. 
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FISH 

 

A técnica de hibridação in situ com fluorescência (FISH) baseia-se na capacidade de 

hibridação de sondas de DNA, marcadas por fluorescências, às sequências que lhes são 

complementares no DNA genômico, permitindo sua visualização e análise. No caso, as deleções 

ou duplicações encontradas no array-CGH podem ser diretamente ligadas a clones genômicos 

específicos e esses usados como sonda no experimento de FISH.   

Para a realização da técnica foram utilizadas suspensões de linfócitos de sangue 

periférico e clones da biblioteca de BACs RPCI (http://www.chorio.org/bacpac), marcados 

diretamente e indiretamente. Os BACs foram adquiridos junto ao Laboratório de Genética 

Humana do Instituto de Biociências da USP. 

 

Cultura e extração de DNA 

 

Inicialmente foi realizada uma cultura em meio LB com antibiótico dos BACs, seguida de 

extração de DNA. Essa foi realizada utilizando-se o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA 

Purification System (Promega Corporation, Madison, WI, EUA). 

 

Marcação das sondas por método direto 

 

As sondas foram marcadas por moléculas repórteres Fluorescein-12-dUTP ou 

Tetramethil-rhodamine-6-dUTP pelo processo de nick translation (Feinberg e Vogelstein, 1983), 

utilizando-se o kit Nick Translation Mix (Roche Applied Science, Indianapolis, IN, EUA).  

As sondas foram suprimidas com Cot-1 DNA, pois contêm DNA genômico e, 

consequentemente, sequências repetitivas que irão hibridar inespecificamente nos 

cromossomos se não forem suprimidas, e, posteriormente precipitadas com acetato de sódio e 

etanol. Por fim foram ressuspendidas em meio de hibridação, desnaturadas a 90° C e pré-

aneladas a 37° C. 
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Hibridação e preparação pós-hibridação 

 

Foram aplicados 10μl da sonda nas lâminas previamente preparadas e também 

desnaturadas. As lâminas foram seladas e incubadas em estufa por 24-48 horas a 37º C. 

A seguir as lâminas foram lavadas e 10 µL de solução de detecção Dapi II (Vysis Inc., 

Downers Grove, IL, EUA) foi aplicada sobre a área de hibridação. 

 

 

Análise dos resultados 

 

A análise das lâminas foi realizada em microscópio de fluorescência da Olympus® com 

filtros de fluorescência adequados e as imagens capturadas utilizando-se o software FISHView 

(Applied Spectral Imaging). 

 

 Bancos de dados 

 

 Assim como nas alterações encontradas pelo método de sequenciamento, as alterações 

cromossômicas também foram pesquisadas em bancos de dados para verificação de descrições 

anteriores, análise dos genes contidos nas regiões, entre outras coisas. 

 Para descrições de casos anteriores foram utilizados principalmente o European 

Cytogeneticists Association Register of Unbalanced Chromosome Abberations (ECARUCA) 

(http://www.ecaruca.net), o Database of Genomic Variants (http://projects.tcag.ca/variation) e 

o Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl Resources 

(DECIPHER) (http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher/). Para verificação dos CNVs foi 

utilizado o banco de dados do projeto HapMap (http://www.hapmap.org/). Outros bancos 

utilizados podem ser encontrados no corpo do texto ou nas referências. 
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Abaixo, na tabela 13, segue o resumo de todas as alterações encontradas nos genes 

pesquisados. 

 

Tabela 13 Polimorfismos encontrados nos genes pesquisados: IRF6, P63, OSR2, TBX10 e 

FOXE1. 

Gene Posição SNP Troca Sequência 

IRF6 Promotor rs34743335 A>T GGGAGGCGTGGCCGGGC 

IRF6 Promotor rs12403006 A>T CCGGGCGGATGCGAAGG 

IRF6 Exon 5 rs2013162 C>A GATCAGTCGCAGCACCA 

IRF6 Intron 6 rs2235375 G>C TTCTTGCTCGGTCTTCT 

IRF6 Intron 7 rs2235373 G>A GGGAATCACTCTCTGGA 

P63 Intron 8 rs6789961 A>G AGGATGAAACTTGCATT 

P63 Intron 9 rs6790167 A>G ATCATCTCATTATCTGT 

P63 Intron 10 rs9840359 G>C ATGAGTGAGGGTGACTT  

P63 Intron 10 rs9840360 G>A TGAGTGAGGGTGACTTT  

OSR2 Exon 1 rs4735586 C>G ACCTCACCCGGAGTCGA 

TBX10 Intron 2 rs12291861 C>T CTCCCTCCCGCAGGAGG 

TBX10 Exon 3 rs3758938 A>C CCAGGTGAAGATCCTGG 

TBX10 Intron 3 rs2514022 G>A GCAGCCCAGCTCAGGGT 

TBX10 Intron 4 rs12787511 C>G GCCCTTCCCTCCCCACC 

TBX10 Exon 5 rs11227870 C>T ATCATTCTCAACTCTAT 

FOXE1 Exon 1 rs3021526 C>T AACCCCTCCGCCTATGC 
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ESTUDO DE GENES CANDIDATOS:  SHH,  FGF8 e PAX3  

 

 Gene SHH 

 

O demonstrativo da amplificação de todos os fragmentos do gene SHH em amostras 

controle apresenta-se na figura 32. 

 

 

Figura 32 Demonstrativo da amplificação dos 9 fragmentos do gene SHH utilizando 

amostras controle em gel de agarose 1%. Marcador de peso molecular 

(ladder) de 100pb. 

 

.   

A análise dos sequenciamentos mostrou algumas alterações nas sequências da 

região 5’UTR (figura 33), do exon 1 (figura 34) e intron 1 (figura 35).  
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O sequenciamento de todos os fragmentos deste gene não mostrou qualquer 

alteração ou diferença entre os indivíduos analisados e indivíduos normais. O gene 

apresenta poucos polimorfismos e na casuística não foram encontrados nenhum deles. 

 

 

 Gene PAX3 

 

O demonstrativo da amplificação de todos os fragmentos do gene PAX3 utilizando 

amostras controle pode ser visualizado na figura 37. 

 

 

Figura 37 Demonstrativo da amplificação dos 11 fragmentos do gene PAX3 utilizando 

amostras controle em gel de agarose 1%. Marcador de peso molecular 

(ladder) de 100pb. 

 

 

A análise dos sequenciamentos dos fragmentos mostrou algumas alterações nas 

sequências da região 5’UTR (figura 38), dos exons 2 (figuras 39 e 40) e 6 (figura 41).  

 

 







 

 116 

Na tabela 14 segue o resumo dos polimorfismos encontrados nos genes 

pesquisados. 

 

Tabela 14 Polimorfismos encontrados em dois dos genes pesquisados: SHH e PAX3. 

 

Gene 
Posição SNP Troca Sequência 

SHH 5’UTR rs9333592 G>A TGTGTTCCGTTATCAGC 

SHH Exon 1 rs9333549 G>A GAGAGAGCGAGCGGGCG 

SHH Intron 1-2 rs1233555 G>A GGGTGGCGGTTGCCCAG 

PAX3 Promotor rs28945090 C>G CAAGGGGCGCAGCGCGG 

PAX3 Exon2 rs28945092 T>C CTCGGCGGTGTTTTTAT 

PAX3 Exon 2 rs12623857 C>G CCGCTGCCCAACCACAT 

PAX3 Exon 6 rs2234675 C>A CCAGCCCACATCTATTC 
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INVESTIGAÇÃO DE ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS PELA TECNICA DE array-CGH  

 

 Todos os pacientes apresentaram cariótipo normal com banda G, com exceção do 

paciente 6 [46, XY, add (22p13)]. 

Perda ou ganho de material cromossômico foram detectadas em 04 pacientes, 

tratando-se de deleções e duplicações. As alterações identificadas variavam de tamanho e 

chegam a ter até 6Mb e encontravam-se em regiões distintas do genoma. 

 

Paciente DLMFH1 

 

A paciente 1 com diagnóstico de DLMFH apresentou no exame dismorfológico 

hipertelorismo ocular, retração biparietal do crânio, epicanto, nariz com base nasal 

alargada e bífido, palato alto. Também apresentou hipoplasia de grandes lábios, 

anteriorização anal, encurtamento de membros. A avaliação neurológica mostrou um leve 

retardo mental, dolicocefalia, hipotonia e incoordenação motora. Exames do SNC 

mostraram anteriorização do lobo frontal, alargamento da comissura talâmica. 

Trata-se de um caso com recorrência familiar, pois a mãe também apresenta sinais 

como o hipertelorismo ocular, nariz com ponte alta e discreto sulco mediano, retração 

biparietal, lordose acentuada, escoliose lombo-sacral, encurtamento do membro inferior 

esquerdo e discreta hipoplasia de grandes lábios.  

O exame de cariótipo convencional não demonstrou qualquer alteração. Entretanto 

pela técnica de array-CGH foi detectada uma deleção envolvendo uma região do 

cromossomo 2 (2q36.1-2q36.3). 
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Figura 45 Heredograma da família DLMFH1 com os marcadores e respectivos 

haplótipos da região do cromossomo 2 deletada. 

 

Os resultados comprovaram a deleção do propósito e o mosaicismo da mãe. Nota-se 

que o propósito apresentava apenas os alelos vindos do pai (D2S2197, D2S133, D2S2354 e 

D2S2308), dentro da região; enquanto a mãe apresentava apenas um alelo (D2S2197, 

D2S133 e D2S2308) ou dois alelos.   Todo o restante da família não apresentava deleção na 

região estudada.  
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DISCUSSÃO 

 

A especificação das diferentes estruturas e órgãos do organismo durante a 

embriogênese requer um rigoroso controle da expressão de inúmeros genes. Genes com 

função regulatória e estrutural devem atuar no momento e local apropriados, 

proporcionando as condições para o correto estabelecimento das diferentes linhagens 

celulares do organismo. A determinação e a subsequente diferenciação destas linhagens 

precursoras dependem de uma intrincada rede de sinalização que tem início 

extracelularmente, levando à ação coordenada de múltiplos genes e à ativação de uma 

cascata de sinalização intracelular (Ludolph e Konieczny, 1995). Por causa dessa 

complexidade, a base molecular que controla a embriogênese tem sido objeto de muito 

interesse em biologia e genética do desenvolvimento. A identificação do conjunto dos genes 

expressos e das vias sinalizadoras envolvidas com a formação de estruturas complexas 

permitirá gerar uma visão integrada do desenvolvimento embrionário. Portanto, o objetivo 

principal desse trabalho era colaborar com o esclarecimento desses mecanismos complexos 

e tentar encontrar fatores que causem distúrbios no desenvolvimento embrionário normal e 

aparecimento de quadros clínicos raros, como a síndrome Blefaroqueilodôntica e os 

Defeitos de Linha Média Facial com Hipertelorismo.    

Para tanto contamos com uma casuística composta por 3 casos de BCD, sendo um 

deles familial e 13 pacientes com DLMFH. 

 

CASUÍSTICA DE BCD 

 

A BCD é uma rara condição geneticamente determinada de transmissão autossômica 

dominante com expressividade variável. Dentre seus principais sinais clínicos, destacam-se 

defeitos ectodérmicos, anomalias oculares e fissuras orofaciais. Os pacientes do presente 
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estudo mostraram características compatíveis com o quadro, incluindo: fenda labiopalatal, 

oligodontia e dentes cônicos, hipertelorismo, ectrópio de pálpebra inferior, distiquíase, 

euribléfaro e lagoftalmia.  

 

CASUÍSTICA DOS DLMFH 

 

A casuística desse trabalho foi composta por 13 pacientes com DLMFH. Há uma 

prevalência de mulheres afetadas, porém na literatura não há nenhum dado sobre 

predominância de sexo em DLMFH, principalmente devido à heterogeneidade clínica e 

dificuldade diagnóstica. O fato de a casuística ser composta de mais mulheres pode ter 

ocorrido apenas ao acaso, provavelmente pela raridade do quadro e tamanho da amostra.  

 Procurou-se constituir um grupo de indivíduos homogêneo, avaliados por um 

geneticista clínico único. Mesmo assim, observa-se que alguns indivíduos apresentam sinais 

extrafaciais. Um caso, inclusive, foi caracterizado como uma condição clínica nova (Gil-da-

Silva Lopes et al, 2003). 

Ambas casuísticas já haviam sido cuidadosamente estudadas anteriormente. Outros 

protocolos previamente definidos como avaliação clínica, citogenética, avaliação 

morfológica (RMN) e investigação funcional (eletroencefalografia e (ou) SPECT) do SNC já 

tinham sido desenvolvidos. A partir de correlação dos achados positivos nas diversas 

avaliações, foram determinados os genes embrionários possivelmente envolvidos em cada 

caso.  

As avaliações demonstraram tanto alterações de face como alterações no SNC de 

modo estrutural ou funcional, apontando principalmente malformações do 

desenvolvimento cortical e alterações perfusionais e ainda envolvimento cerebelar em 

ambas casuísticas e ainda a sobreposição de sinais clínicos com outras síndromes. Os 

resultados obtidos nessas avaliações apontam genes relacionados ao desenvolvimento 
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tanto da face como do SNC, tendo sido proposto então o possível envolvimento dos genes 

IRF6, P63, OSR2, TBX10, FOXE1, FGF8, SHH e PAX3 na etiologia da BCD e FGF8, SHH e PAX3, 

na etiologia dos DLMFH. Todos esses genes participam comprovadamente do 

desenvolvimento embrionário e, no caso de alguns, já foram implicados em síndromes com 

a presença de malformações craniofaciais (Kondo et al., 2002; Celli et al., 1999; Ianakiev et 

al., 2000; McGrath et al., 2001; Amiel et al., 2001; van Bokhoven et al., 2001; Kantapura et 

al., 2003; Leoyklang et al., 2006; Clifton-Bligh et al., 1998; Belloni et al., 1996; Nanni et al., 

2001; Schimmenti et al., 2003; Tassabehji et al., 1992; Asher et al., 1996). 

Nesse contexto, nosso objetivo foi buscar o loci responsável pela BCD e fatores 

moleculares determinantes dos DLMFH também.  

 

ESTUDO DE GENES CANDIDATOS:  IRF6, P63, OSR2, TBX10, FOXE1, SHH, FGF8 e PAX3 NOS 

PACIENTES COM BCD  

 

A análise dos sequenciamentos dos genes IRF6, P63, OSR2, TBX10, FOXE1, SHH, FGF8 

e PAX3 na casuística com BCD revelou muitas alterações, mostrando-se necessária a 

confirmação de se tratarem realmente de mutações patogênicas. Bancos de dados 

contendo polimorfismos já descritos na literatura, como o dbSNP do NCBI, foram 

pesquisados. Verificou-se que todas as alterações encontradas já tinham sido descritas 

anteriormente. Inclusive as alterações no gene IRF6 já tinham sido encontradas na 

população brasileira em estudos anteriores (Lima, 2005), tratando-se de polimorfismos 

comuns da nossa população. 

A cadeia polialanina do gene FOXE1 também foi observada e comparada aos 

indivíduos controle descritos na literatura, pois já se demonstrou que essa cadeia é 

polimórfica (Macchia et al., 1999; Hishinuma et al., 2001). Entretanto há a possibilidade de 

que a presença de certos alelos possam predispor a alguma doença como ocorre com outros 

genes (Brown e Brown, 2004). Nossos sequenciamentos mostraram que os pacientes com 

javascript:Anchor('600725_Reference54')
javascript:Anchor('606597_Reference67')
javascript:Anchor('606597_Reference67')
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BCD apresentam os alelos mais comuns de cadeia polialanina, ou seja, 14/14. É interessante 

notar que mesmo em populações controle, dependendo da etnia, esse polimorfismo pode 

variar, como mostra a tabela 15. 

 

Tabela 15 Frequência dos alelos da cadeia polialanina do FOXE1 em populações normais 

de várias nacionalidades, em porcentagem (Watkins et al., 2006). Nota-se que 

o alelo com 14 repetições é o mais comum em todas as etnias. 

No resíduos 
polialanina 

Watkins et al., 
2006 

Watkins et 
al., 2006 

Macchia et 
al., 1999 

Hishinuma et 
al., 2001 

  Neozelandeses Eslovenos Italianos Japoneses 

12 0.4 1.3 2 0 

14 67.5 66.2 54 97 

16 30 23 40 3 

 

A exata função da cadeia polialanina é desconhecida, mas, quando ocorrem 

expansões dessas repetições em genes que codificam fatores de transcrição, essas podem 

alterar as interações proteína-DNA ou proteína-proteína desses genes ou mesmo resultarem 

em perda ou ganho de função gênica (Brown e Brown, 2004). Também permanece 

desconhecida a diferença de atividade do FOXE1 que contém cadeias com 12, 14, 16, 17 ou 

19 repetições de resíduos de alanina. Por tanto, são necessários estudos funcionais desse 

gene. 

Mesmo não detectando mutações nesses genes, não podemos excluir totalmente o 

envolvimento deles com a etiologia da BCD, e regiões não amplificadas e analisadas podem 

ainda conter alterações patogênicas, embora isso seja pouco provável, já que quase a 

totalidade do gene foi pesquisada. O uso da análise de ligação seria mais bem indicado para 
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exclusão de genes, mas infelizmente a raridade da síndrome assim como os poucos casos 

familiais disponíveis não permitem a utilização dessa técnica.  

Embora os resultados encontrados não sejam conclusivos, os achados preliminares 

poderão ser úteis em investigações futuras. 

 

ESTUDO DE GENES CANDIDATOS:  SHH, FGF8 e PAX3 NOS PACIENTES COM DLMFH 

 

Acredita-se que os DLMFH têm início entre os dias 21 a 70 da gestação, devido à 

falha no desenvolvimento dos placóides nasais e inabilidade dos olhos aproximarem-se da 

linha média por causa da persistência do processo frontonasal (Sedano e Gorlin, 1988). Um 

rato modelo para os DLMFH foi proposto por McBratney et al.  (2003), o  3H1 Br. O rato 

modelo tem uma severa retrognatia com um nariz achatado atribuído à redução da 

proliferação de condrócitos nas regiões esfenoidal e esfenoetmoidal da base anterior do 

crânio. O cruzamento de dois ratos 3H1br/þ produz descendentes com vários fenótipos 

dependendo do efeito da dosagem do gene Br nos tecidos craniofaciais da linha média. A 

prole pode ter aparência normal, semelhante aos pais ou ainda uma profunda fenda facial 

mediana. O mutante 3H1 Br/Br morre logo após o nascimento devido à inabilidade de se 

alimentar e apresenta uma defeituosa formação das estruturas ligadas à linha média como a 

base anterior do crânio, ausência de septo nasal, fenda nasal lateral e ausência de palato 

primário e secundário (McBratney et al., 2003).  

A super expressão do gene Shh nos tecidos da linha média de galinhas pode causar 

alargamento da proeminência frontonasal e hipertelorismo (Hu e Helms, 1999)], 

levantando-se a hipótese do Br exercer seus efeitos alterando a sinalização do Shh nos 

estágios iniciais do desenvolvimento craniofacial (McBratney et al., 2003). O rato Br pode 

também apresentar deficiência de ácido retinóico (RA) resultando na diminuição da 

regulação do Shh, pois os DLMFH também já foram gerados em ratos RARa/g mutantes 

(Lohnes et al., 1994).  
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Entretanto, a característica do nariz plano foi mapeada perto do marcador 

D17Mit155 no rato e o gene responsável não pôde ser identificado. O gene murino Zfp161, 

análogo ao gene TGIF humano, foi considerado um dos candidatos. A proteína Tginteracting 

factor (TGIF) alpha participa da regulação do ácido retinóico. O gene TGIF também participa 

do controle do gene SMAD2 durante o desenvolvimento embrionário.  

Mutações no gene TGIF têm sido associadas à holoprosoencefalia tipo 4. Richieri-

Costa e Guion-Almeida (2004) descreveram um menino de 6 anos com fenda mediana de 

lábio e palato, ptose do olho direito e catarata, encefalocele esfenoetimoidal, 

desenvolvimento e estaturas normais e uma mutação no exon 4 do gene TGIF, mas não 

conseguiram ligar essa alteração ao fenótipo. 

Transmissão autossômica dominante foi descrita em uma família que apresentava 

dois homens afetados com hipertelorismo, nariz bífido, pré-axial polidactilia e hemimelia 

tibial (Hing et al., 2004). Os autores excluíram o envolvimento do gene GLI3 e examinaram a 

segregação das características clínicas nos membros da família utilizando marcadores para 

os genes ALX4, IHH e SHH. Os genes IHH, Wnt-10A, SHH e C7ORF2 também foram 

sequenciados e não se encontraram alterações. 

Portanto, ainda não foram descritas mutações em nenhum gene que poderiam ser a 

gênese dessas malformações.  

Após uma ampla revisão da literatura, foi proposta a análise de 3 genes: SHH, FGF8 e 

PAX3. A análise dos sequenciamentos revelou algumas alterações e buscamos a 

confirmação das alterações nos mesmos bancos de dados anteriormente pesquisados. 

Verificou-se que todas as alterações encontradas já tinham sido descritas anteriormente e 

tratava-se apenas de polimorfismos não patogênicos. 
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DELEÇÃO 22q11.2  

 

Por meio de revisão e estudo de dados da literatura, este grupo de pesquisa 

levantou a hipótese de que alterações na região 22q11.2 pudessem ter participação ativa na 

gênese de parte dos casos de DLMFH. 

Inicialmente, relatos do envolvimento da região 22q11 em indivíduos com fenótipo 

facial sugestivo de DLMFH (Stratton e Payne,1997; Gripp et al., 1997 ; Fryns et al., 1993; 

Kirkpatrick et al., 1998; Schulze et al., 2001) chamaram a atenção.  

Além disso, a região 22q11.2 também está relacionada as SVCF, SDG e CAFS, que 

apresentam dismorfismos faciais. Essas condições foram descritas associadas à 

microdeleção 22q11 e são exemplos de fenótipos causados por haploinsuficiência de um ou 

mais genes desta região (Carlson et al., 1997; Ryan et al., 1997; Devriendt et al., 1996a; 

Goldberg et al., 1993).  

Considerando que microdeleção 22q11 foi relatada em casos de SVCF, SDG e DLMFH, 

seria possível que parte dos casos de DLMFH pudessem ser considerados integrantes do 

espectro dessas condições e associado à deleção 22q11. 

Embora nesse estudo tenhamos empregado a sonda comercial 22q11.2 – SVCF/SDG ,  

que detecta de 85 a 90% dos casos com suspeita dessa deleção (Weksberg et al., 2005) e 

que cobre o lócus do gene HIRA/TUPLE1, apontado por alguns autores como candidato 

responsável por determinadas características vistas nas síndromes de deleção 22q11.2 

(Roberts et al., 1997; Wilming et al., 1997;  

D’Antoni et al., 2004), a deleção 22q11.2, a deleção  não foi encontrada nos indivíduos 

analisados. Apesar desse resultado, não podemos descartar a hipótese da localização no 

núcleo celular do gene HIRA/TUPLE1 estar alterada, conforme observado por D’Antoni et al. 

(2004). Assim, a confirmação desta hipótese não pôde ser feita no presente trabalho, já que 

o método exige análise em 3D. Além disso, apesar do alto índice de detecção dos casos com 

suspeita de deleção 22q11.2 utilizando essa sonda, devemos considerar que a mesma é 
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específica para o lócus do gene HIRA/TUPLE1 e, portanto, não cobre toda a região de 3Mb 

comumente deletada.  

 

Sendo assim, ainda não tínhamos conseguido chegar a qualquer fator que pudesse 

explicar a causa dessas duas anomalias e tornou-se necessária a mudança de estratégia. 

Optou-se então pela utilização de uma técnica moderna para a tentativa de elucidação da 

etiologia dessas malformações, a técnica de array-CGH. 

 

 

ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS 

 

O desenvolvimento da técnica de array-CGH vem aprimorando o campo da 

citogenética molecular, pois permitiu a análise de milhares de regiões do genoma 

simultaneamente para a detecção de microdeleções e microduplicações (Solinas-Toldo et 

al., 1997; Pinkel et al., 1998; Buckley et al., 2002; Snijers et al., 2001; Vermeesch et al., 2005; 

Dave et al., 2007). 

A técnica de array-CGH foi utilizada para a investigação das casuísticas e a 

plataforma do tipo WGTP, que cobre o todo o genoma (mais de 30 mil clones), no intuito de 

identificar ganhos ou perdas cromossômicas.  

Infelizmente não foi possível a conclusão dos estudos de array-CGH dos pacientes 

com BCD, pois os DNAs encontravam-se degradados e por ser uma técnica muito sensível, 

os resultados não foram satisfatórios e confiáveis. Entretanto foram encontradas alterações 

em 4 pacientes com DLMFH. Cada uma delas foi detectada sem o conhecimento prévio da 

região envolvida. Os casos apresentaram tanto deleções como duplicações, sendo de 

tamanhos variáveis e chegando a ter mais de 6Mb. 

Quando pacientes carregam alterações cromossômicas é provável que esta seja a 

causa da malformação, mas torna-se necessária a análise mais profunda da região 

envolvida. Para isso, foi utilizado o banco de dados do Ensembl para observar quais genes 
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estavam incluídos dentro de cada região e também se verificou se havia casos com as 

mesmas alterações já descritas no DECIPHER e ECARUCA.  

A paciente 1 com DLMFH é um caso familial e foi encontrada a deleção de mais de 50 

clones cobrindo uma região de 6.2Kb no cromossomo 2 (2q36.1- 2q36.3).  

Comparada à deleção distal 2q, deleção intersticial 2q36 é um evento muito raro 

(Schinzel, 2001), sendo que há menos de 10 casos descritos até hoje (Warter et al., 1976; 

Gorski et al., 1989; Kirkipatrick et al., 1992; Melnyk e Muraskas, 1993; Tachdjian et al., 2006; 

Jalali et al., 2008; Doco-Fenzy et al., 2008). 

Nessa região, encontram-se mais de 20 genes (figura 58) e inclusive o gene PAX3, um 

dos genes inicialmente proposto como candidato aos DLMFH.  

 

 

Figura 57 Representação dos genes contidos na região 2q36.1-2q36.3 deletada. Nota-se 

que o gene PAX3 encontra-se deletado em um dos alelos (figura adaptada do 

Ensembl Genome Browser). 
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O gene PAX3 apresenta um papel crucial no desenvolvimento embrionário, atuando 

nas estruturas derivadas da crista neural e musculatura esquelética (Jessell e Snaes, 2000; 

Thomas et al., 2004; Lamey et al., 2004).  

Outros genes importantes na região e que estão ligados ao desenvolvimento do 

cérebro ou estruturas dele são o EPHA4 (Ephrin Receptor, OMIM 602188), KCNE4 

(Potassium Channel, Voltage-Gated, Isk-Related Subfamily, Member 4, OMIM 607775), SCG2 

(Secretogranin II, OMIM 118930) e PN1 (Protease Nexin I, OMIM 177010). O gene SLC19A3 

(Solute Carrier Family 19, OMIM 606152) está envolvido no desenvolvimento dos dendritos 

e axônios. 

O gene CUL3 (Cullin 3, OMIM 603136) também se encontra dentro da região, sendo 

um componente da ligase ubiquitina E3, essencial para a divisão mitótica (Sumara e Peter, 

2007);  

COL4A3 (OMIM 120131) e COL4A4 (OMIM 120070), ambos colágeno tipo IV, 

formadores de fibras de colágeno, estão deletados. COL4 é um componente da membrana 

basal, matriz que suporta células epiteliais e endoteliais e cobre músculos e nervos. 

Mutações nos genes causam duas síndromes: Alport (OMIM 203780) e Goodpasture (OMIM 

233450). A primeira é caracterizada por nefropatia hereditária, frequentemente associada à 

surdez neurossensorial e alterações oculares (Feingold ET al., 1985; Kashtan e Michael, 

1996); e a segunda é uma patologia mediada pelo sistema imunológico, na qual 

autoanticorpos contra a cadeia α3 (IV) do colágeno tipo IV ligam-se à membrana basal, 

alveolar e glomerular, causando glomerulonefrite progressiva e hemorragia pulmonar 

(Stanton e Tange, 1958; Salama et al., 2001). Apesar dos pacientes não apresentarem 

nenhum problema renal, deve-se notar que o colágeno também participa da formação 

óssea e os pacientes apresentaram ao exame dismorfológico lordose, escoliose e assimetria 

de membros inferiores, sendo que a mãe ainda apresenta luxação de quadril e cisto ósseo. 

A presença do mosaicismo pode explicar o quadro mais brando da mãe do propósito, 

sendo que as principais características clínicas são mais sutis e há um menor 

comprometimento nervoso e mental. 
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Os casos já descritos de deleção nessa mesma região apresentam sinais clínicos 

parecidos com do paciente 1 como: baixo peso ao nascimento, hipertelorismo ocular, 

sinofre, nariz com base nasal alargada e ponta bífida, fronte ampla, peito escavado, 

anomalias genitais, hipotonia e retardo do desenvolvimento neuromotor (ECARUCA, 2008). 

Recentemente Doco-Fenzy e colaboradores (2008) descreveram uma paciente com uma 

deleção de novo quase na mesma região do propósito, sendo apenas um pouco menor e o 

gene PAX3 não estava deletado. A paciente apresentava sinais parecidos com o nosso 

propósito, mas havia ainda um aumento dos rins, múltiplos cistos renais, displasia da patela 

e um retardo mental severo. 

A paciente 2 com DLMFH apresentou uma deleção de alguns clones na região 

4q32.2, mas essa região apresenta-se polimórfica e tendo um número variável de cópias 

(CNVs) em <1% dos indivíduos do banco de dados do HapMap (Redon et al., 2006). A região 

do genoma e os CNVs estão representados na figura 59.  

 

 

Figura 58 Região 4q32.2 deletada. Notam-se os CNVs já descritos (em preto) (figura 

adaptada do Ensembl Genome Browser). 
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Existe apenas um gene na região: o FSTL5 (Follistatin-related protein 5). Esse gene é 

membro da família de proteínas que modula a folistatina. Essa família parece agir de 

maneira parácrina ao se ligar a fatores da morfogênese ou fatores de 

crescimento/diferenciação e regulam suas atividades durante o desenvolvimento (Hayette 

et al., 1998). Pouco se sabe a respeito do FSTL5, apenas o membro FSTL3 já foi bem 

estudado. 

 

O paciente 7 com DLMFH apresentou uma duplicação da região 6q21, representada 

na figura 60.  

 

 

Figura 59 Representação dos genes contidos na região 6q21 duplicada (figura adaptada 

do Ensembl Genome Browser). 
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 A duplicação tem aproximadamente 330Kb e os genes PRDM1 (Positive Regulatory 

Domain I-Binding Factor 1; OMIM 603423) e ATG5 (Autophagy 5, S. Cerevisiae, homolog of; 

OMIM 604261)  estão duplicados.  

 Duplicação parcial do braço longo do cromossomo 6 é rara e foi identificada em 

menos de 100 casos (Zneimer et al., 1998) e causa uma síndrome conhecida (Turleau e 

Grouchy, 1981; Conrad et al., 1998). Entretanto a maioria dos casos resulta de uma 

translocação desbalanceada entre o cromossomo 6 e outro cromossomo resultando numa 

duplicação terminal da região 6q e uma monossomia parcial de outro cromossomo. Poucos 

casos de duplicação intersticial do cromossomo 6q já foram descritos (Henegariu et al., 

1997; Zneimer et al., 1998; Pratt et al., 1998; Pazooki et al., 2007; Klein et al., 2007). Esses 

casos têm sobreposição de sinais clínicos com o nosso paciente, como hipertelorismo, base 

nasal alargada, atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, entre outros.  

 O gene PRDM controla o padrão de expressão gênico durante a diferenciação dos 

linfócitos B (Huang, 1994) e regula mudanças epigenéticas necessárias para a especificação 

das células dos primórdios embrionários (Ohinata et al., 2005). Recentemente Robertson e 

colaboradores (2007) estudando modelos animais relataram que o gene tem um papel 

essencial na população de células multipotentes progenitoras dos membros posteriores, 

arcos faríngeos e campo de desenvolvimento do coração e mantêm centros de sinalização 

nesses diversos tecidos. Além disso, sabe-se que o gene também participa de outras 

cascatas de sinalização no desenvolvimento embrionário interagindo com outros genes 

importantes como os FGFs, Wnts, TBX, entre outros (Mercader et al., 2006; Smith et al., 

2007). 

 As células de mamíferos expressam altos níveis de proteína Atp5 durante a apoptose 

(Grande t al., 1995). Esse processo é um processo ativo de morte celular e é fundamental no 

desenvolvimento e homeostase dos tecidos.  Além desse tipo de morte celular, 

demonstrou-se que o gene induz a autofagia (Kuma et al., 2004). O gene, assim como o 

PRDM1 também tem papel essencial no desenvolvimento dos linfócitos B (Miller et al., 

2008). 
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 Apesar de dois genes e talvez outros fatores ainda desconhecidos estarem 

duplicados, ainda não foi possível uma completa correlação entre o genótipo e o fenótipo 

do paciente. 

A paciente 9 com DLMFH apresentou uma deleção de apenas um clone (clone RP11-

706L12) no cromossomo 7p14.1 e esta região contém o gene GLI3, ou seja, em um alelo 

parte desse gene estaria deletado. O gene GLI3 tem um papel importante no 

desenvolvimento dos membros e cérebro (Villavicencio, Walterhouse e Iannaccone, 2000; 

Jacob e Briscoe, 2003; Shum et al., 2003; Motoyama, 2006; Riobo e Manning, 2007) e 

também está diretamente envolvido na transdução de sinal do gene SHH (Motoyama, 

2006), podendo  assim ter confirmando a hipótese inicial do envolvimento do gene SHH na 

etiologia dos DLMFH.  

Mutações no gene GLI3 causam a Síndrome Greig cephalo-poli-sindactilia (GCPS) 

(Vortkamp et al., 1991; Wild et al., 1997; Kalff-Suske et al., 1999), distúrbio autossômico 

dominante que afeta o desenvolvimento craniofacial e dos membros (Greig, 1928; Brueton 

et al., 1988; Debeer et al., 2003). A GCPS é caracterizada por polidactilia pré e pós axial, 

sindactilia, macrocefalia e hipertelorismo (Johnston et al., 2005), ou seja, apresenta 

sobreposição de sinais clínicos com os DLMFH.    

 Para comprovação dessa alteração foi feito outro tipo de array, o de 

oligonucleotídeo (oaCGH), o qual apresenta plataformas com oligos sintetizados oferecidos 

comercialmente pela Agilent (http://www.agilent.com), com uma resolução ainda maior 

para delimitar a região. O resultado do oaCGH foi negativo e mostrou que o clone deletado 

era apenas um artefato de técnica. 

O paciente 10 com DLMFH apresentou uma deleção terminal no braço curto do 

cromossomo 9 (9p24.1-9p24.3) e uma duplicação da região 20p13, representados nas 

figuras 61 e 62.  
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Figura 60 Representação dos genes contidos na região 9p24.1-9p24.3 (figura adaptada 

do Ensembl Genome Browser). 

 

 Após exame dos cariótipos dos pais, notou-se que a aberração cromossômica era de 

origem materna, pois sua mãe tinha uma translocação recíproca envolvendo os 

cromossomos 9 e 20.  

Rearranjos envolvendo a região distal do braço curto do cromossomo 9 (9p22 a 

9p24) são bem descritos e geralmente envolvem deleções ou duplicações resultando em 

monossomia parcial do 9p (9p-) (Huret et al., 1988; OMIM 158170) ou síndrome da 

trissomia parcial 9p (Young et al., 1982; Wilson et al., 1985), respectivamente. Ambas 

incluem retardo mental e achados craniofaciais característicos. Muitos pacientes descritos 

têm outros desbalanços cromossômicos além da deleção 9p (Huret et al., 1988), tornando 

difícil relacionar sinais clínicos característicos a bandas particulares. Sexo reverso tem sido 

visto em pacientes homens com rearranjos terminais em 9p24 (Hoo et al., 1989; Bennet et 
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al., 1993; Guioli et al., 1998) e a região crítica parece estar sublocalizada em 9p24.3 (Flejter 

et al., 1996). 

 Alguns genes dentro da região são: DMRT1, DMRT2 (Doublesex- and MAB3-related 

transcription factor 1 e 2, OMIM 602424 e 604935), KCNV2 (Potassium Channel, Voltage-

Gated, Subfamily V, Member 2, OMIM 607604), GLIS3 (Glis Family Zinc Finger Protein 3, 

OMIM 610192), IL33 (Interleukin 33, OMIM 608678).  

 

 

 

Figura 61 Representação dos genes contidos na região 20p13 (figura adaptada do 

Ensembl Genome Browser).   

 

 Trissomia do braço curto do cromossomo 20 é uma anomalia cromossômica 

relativamente rara e poucos casos já foram descritos (Sidwell et al., 2000; Thomas et al., 

2004; Venditti et al., 2004). A maioria dos pacientes apresenta trissomia parcial da região 

20p devido a rearranjos derivados de translocações herdadas dos genitores (Taylor et al., 

1976; Marcus et al., 1979; Centerwall e Francke, 1983; Funderburk et al., 1983; 
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Oppenheimer et al., 2000; Thomas et al., 2004). Assim, a correlação entre o desbalanço 

genético e o fenótipo permanece difícil, pois duplicação parcial 20p é geralmente associada 

com uma deleção parcial de outro cromossomo, assim como acontece com nosso paciente, 

ocorrendo a deleção da região  9p24.1-9p24.3 e a duplicação de 20p13. 

 Alguns genes dentro da região são: SOX12 (Sry-box 12, OMIM 601947), AVP (Arginine 

Vasopressin, OMIM 192340), ADAM33 (Disintegrin and Metalloproteinase Domain 33, 

OMIM 607114), OXT (Oxytocin, OMIM 167050). 

 Em 1982, Hoo e colaboradores descreveram uma translocação entre 9p e 20p em 

portadores aparentemente balanceados. Os sinais clínicos encaixavam-se com aqueles 

descritos na Síndrome 9p- e sobrepõem-se aos do nosso paciente.  Além de retardo mental, 

outras características incluem: atraso de desenvolvimento motor, trigonocefalia, ponte 

nasal alargada, palato alto, alterações em membros. 

 

Além dessas alterações possivelmente deletérias, foram encontrados muitos CNVs 

(Copy Number Variations), os quais são segmentos de DNA com 1 kb ou mais presentes em 

número variável em comparação com um genoma referência (Feuk et al., 2006) e que 

aparentemente não estavam relacionados a qualquer distúrbio genético. Estes CNVs já 

tinham sido descritos em estudos de Redon et al. (2006) e estavam no banco de dados do 

Projeto HapMap, sendo comuns na população em geral.  

 

O estudo mostrou que a técnica de array-CGH é uma poderosa ferramenta para a 

investigação de alterações cromossômicas não visíveis com a técnica de citogenética clássica 

e que essas alterações podem estar envolvidas na etiologia de malformações craniofaciais 

raras como os Defeitos de Linha Média Facial com Hipertelorismo.  
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CONCLUSÕES 

 

Considerando os resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que: 

 

1. A triagem de mutações nos genes candidatos IRF6, P63, TBX10, OSR2 e FOXE1 nos 

pacientes com BCD não detectou alterações que pudessem ser a causa da síndrome. 

2. A triagem de mutações nos genes candidatos FGF8, PAX3, SHH nos pacientes com BCD e 

DLMFH não detectou alterações relacionadas à doença. 

3. Foram encontradas alterações cromossômicas em alguns pacientes, sendo essas em 

locais distintos do genoma. Trata-se tanto de deleções como duplicações e elas devem 

ser estudadas mais profundamente para associar os genótipos com os fenótipos e 

elucidar melhor o papel dos genes envolvidos na etiologia desses defeitos.  

4. Os resultados deste estudo ainda não trouxeram esclarecimentos que permitissem 

mudanças no aconselhamento genético das famílias com DLMFH, mas como há casos de 

alterações cromossômicas e essas podem ser herdadas, torna-se necessário o teste de 

todos os membros envolvidos e sugerem que a abordagem de investigação deste grupo 

de defeitos congênitos deva ser individualizada.  
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AAnneexxoo  IIII  TTeerrmmoo  ddee  CCoonnsseennttiimmeennttoo  LLiivvrree  ee  EEssccllaarreecciiddoo  

 
TERMO DE CONCORDÂNCIA 

 

Divulgação de Informações Clínicas e Divulgação de Imagens 

 

Eu,______________________________________, portador do RG no. _______________, 

responsável por ___________________________________, autorizo o Departamento de 

Genética Médica / UNICAMP a divulgar informações clínicas e divulgar imagens realizadas 

por meio de fotografias, slides e vídeos, quer anteriores ou posteriores a essa autorização. 

Este material poderá ser utilizado para fins didáticos, de pesquisa, publicações científicas, 

eventos científicos, sem identificação nominal. 

Campinas, ________/_________ de _________ 

Assinatura: _____________________________________________________ 

 

Título do projeto: ESTUDOS DE NEUROIMAGEM QUANTITATIVA EM 

INDIVÍDUOS COM DEFEITOS DE LINHA MÉDICA COM HIPERTELORISMO E 

OUTRAS ANOMALIAS CRÂNIO-FACIAIS RARAS E FORMAÇÃO DE BANCO DE 

DNA 

 

QUAL O OBJETIVO DESSE ESTUDO? 

 Existem alterações descritas de defeitos de formação e função do cérebro em pessoas 
que têm alterações do crânio e face. Assim, esse estudo que verificar como o cérebro é ( pela 
exame de ressonância nuclear magnética - RNM), como é a circulação do sangue nele (pela 
Tomografia de Emissão de Fóton Único - SPECT) e como estão seus impulsos elétricos (com 
a realização do eletroencefalograma – EEG). 

Dessa maneira, conheceremos melhor essas condições clínicas, as quais poderão ser 
compartilhadas com outros profissionais da saúde. 
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COMO ESSE ESTUDO SERÁ FEITO? 

 Com exceção do SPECT, o restante da investigação já é realizada de rotina, para as 
alterações do crânio e face.  

Também será coletado sangue para guardar o DNA para estudos futuros dessas 
alterações. De todo modo, antes de qualquer estudo, será solicitada a aprovação do Comitê de 
Ética e da Comissão Nacional de Ética em Pesquisa, antes de iniciarem. De qualquer 
maneira, qualquer coisa que seja feita você será informado.  Para isso, é importante manter o 
endereço e telefone de contato atualizado. 

Caso os responsáveis desistam do acompanhamento neste serviço ou não sejam 
encontrados para fornecer autorização específica, fica desde já permitida a utilização deste 
material, desde que o estudo seja aprovado pelos órgãos competentes (Comitê de Ética e pela 
Comissão Nacional de Ética em Pesquisa). Em qualquer situação, os resultados ficarão à 
disposição, com os médicos responsáveis por este estudo. 

 

EXISTE RISCO OU DESCONFORTO? 

Para realização da RNM, as crianças menores de 5 anos e aquelas de difícil  controle  
necessitarão receber um calmante. Normalmente, isso já é realizado. Durante todo o exame, 
sempre haverá um dos médicos responsáveis por este estudo.  

A anestesia pode, em alguns casos, fazer o coração bater mais rápido, dificuldade para 
respirar, aumento de saliva na boca e agitação. Todos esses são sintomas temporários. 

Para a realização do SPECT, nos casos em que for necessário, poderá ser utilizado 
anestesia. Para isso, será necessária uma consulta com o anestesista, que é chamado de visita 
pré-anestésica, que também é rotina nesses casos.  

A coleta de sangue será realizada por profissional habilitado e com material adequado, 
mas existe possibilidade de formação de manchas roxas. 

 

QUAIS A VANTAGENS EM PARTICIPAR DESSE ESTUDO? 

 Com esse estudo, poderemos saber mais sobre o cérebro e detectar alterações e se for 
necessário, tomar medidas de prevenção.  

De modo geral, não existe nenhuma vantagem direta com a participação nesse estudo 
e é pouco provável que o diagnóstico ou tratamento sejam modificados.  
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Essa investigação, junto com aos exames moleculares que possam vir a ser realizados 
com o DNA extraído do sangue, poderá contribuir, no futuro, para uma melhor orientação 
genética da minha família ou de outras. É importante lembrar que estudos moleculares só 
serão feitos após os estudos neurológicos e aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa e 
pela Comissão Nacional de Ética em Pesquisa. 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Título do projeto: ESTUDOS DE NEUROIMAGEM QUANTITATIVA EM 

INDIVÍDUOS COM DEFEITOS DE LINHA MÉDICA COM HIPERTELORISMO E 

OUTRAS ANOMALIAS CRÂNIO-FACIAIS RARAS E FORMAÇÃO DE BANCO DE 

DNA 

 

QUEM TERÁ ACESSO AOS RESULTADOS? 

 Os exames de que já fazem parte da investigação de alterações de crânio e face farão 
parte do prontuário médico do indivíduo participante e serão submetidos aos regulamentos do 
HC - UNICAMP referentes ao sigilo da informação médica. Aos indivíduos que são 
acompanhados em outros hospitais, será fornecido relatório médico com os exames 
realizados. 

Os resultados dos exames estarão disponíveis em no prontuário do indivíduo 
participante e serão fornecidos ao paciente ou seu(s) responsável(is), em consulta 
previamente agendada no Ambulatório de Anomalias Craniofaciais que funciona toda Sexta-
feira das 13:00 às 17:00 no 2o andar do Hospital das Clínicas (HC) da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP), tel. (0XX19) 3788 8908.  

Se os resultados, fotografias ou informações fornecidas forem utilizados para fins de 
publicação em revistas científicas, nenhuma identificação será utilizada. 

 Sempre que os resultados obtidos tenham relevância médica ou sejam importantes 
para o aconselhamento genético meu ou de minha família, eles serão comunicados à família. 
Para tanto, caso não haja retorno médico programado, será enviada correspondência referente 
à data de consulta para receber informações quanto aos resultados desses exames.  

Esses resultados não poderão ser informados por telefone, correspondência ou para 
outras pessoas, ainda que autorizados pelos responsáveis. Por essa razão, é importante manter 
o endereço de correspondência atualizado.  
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COM QUEM POSSO ESCLARECER MINHAS DÚVIDAS? 

 Qualquer profissional envolvido no projeto poderá prestar esclarecimentos mas, de 
preferência, as dúvidas poderão ser esclarecidas com a Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes ou 
o Dr Silvyo David Araújo Giffoni, durante consulta ou a pelo tel (0XX19) 3788-8908. 

A secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências Médicas-
UNICAMP, tel. (0XX19) 3788-7232 Também poderá ser contatada, em caso de informações 
ou reclamações. 
 

A PARTICIPAÇÃO É OBRIGATÓRIA?: 

 De jeito nenhum! Só participarão os interessados. Mesmo assim, se, durante o estudo 
não houver mais interesse, a participação poderá ser interrompida. 

De maneira nenhuma os cuidados médicos rotineiros neste hospital serão 
interrompidos ou modificados, atualmente ou no futuro. 

É importante dizer, também, que, se os profissionais responsáveis considerarem 
apropriado, a participação do paciente poderá ser suspensa. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Título do projeto: ESTUDOS DE NEUROIMAGEM QUANTITATIVA EM 

INDIVÍDUOS COM DEFEITOS DE LINHA MÉDICA COM HIPERTELORISMO E 

OUTRAS ANOMALIAS CRÂNIO-FACIAIS RARAS E FORMAÇÃO DE BANCO DE 

DNA 

 

Eu confirmo que o (a) Dr.(a):______________________________________________  

me explicou o objetivo do estudo, os procedimentos aos quais o indivíduo que participará do 
estudo, os riscos, desconforto e possíveis vantagens advindas desse projeto de pesquisa. Eu li 
e/ou me foi explicado, assim como compreendi esse formulário de consentimento e estou de 
pleno acordo 

 

Família No.__________________  Registro no Hospital de Origem:________________ 

Nome do paciente:_________________________________________________ 

Nome do responsável:_______________________________________________________ 

Idade:_______  Parentesco: ______________  R.G.:_______________________________ 

Endereço e telefone para contato:______________________________________________ 

_________________________________________________          ___________________ 

Assinatura do participante ou responsável                                         data 

__________________________________________________________________________ 

Nome da testemunha 

____________________________________________________      ___________________ 

Assinatura da testemunha                                                                   data 
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RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR: 

 

Eu expliquei a ________________________________________________________ 

o objetivo do estudo, os procedimentos requeridos e os possíveis riscos e vantagens que 
poderão advir do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a 
fornecer uma cópia desse formulário de consentimento ao participante ou responsável. 

___________________________________________________________________________
Nome do pesquisador ou associado 

 

Assinatura do pesquisador ou associado                                              data 
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Anexo III Pacientes BCD e características clínicas 

Pacientes

BCD1a

BCD1 - Mãe

BCD1 - Tio

BCD1 - Tia

BCD2

BCD2 - Mãe

BCD2 - Pai

BCD3b Hipertelorismo, euribléfaro, lagoftalmia, ectrópio de pálpebra inferior, fenda lábiopalatal bilateral, fronte 

proeminente, oligodontia e agenesia de tireóide.

Clinicamente normal.

Sinais Clínicos

Orelhas dismórficas com implantação baixa, hipertelorismo ocular, euribléfaro, lagoftalmia, ectrópio de pálpebra 

inferior, epicanto inverso, obstrução do canal nasolacrimal, nariz com ponte nasal larga e achatada, hipoplasia 

maxilar, filtro curto, fenda lábiopalatal, lábio inferior proeminente e invertido e aumento de pregas palmares. 

Cabelos curtos, finos e esparços, sobrancelhas anormais, distiquíase, oligodontia dos dentes permanentes e 

decíduos.

Orelhas com implantação baixas, face alongada com prognatismo, sobrancelhas esparças, hipertelorismo ocular, 

epicanto de pálpebra inferior, ectrópico, euribléfaro, lagoftalmia, hipoplasia maxilar, filtro curto, fenda lábiopalatal 

bilateral, dentição irregular incompleta e cônica.

Clinicamente normal exceto pela presença de dentição imcompleta e cônica

Clinicamente normal.

Hipertelorismo, euribléfaro, lagoftalmia, ectrópio de pálpebra inferior, obstrução do canal nasolacrimal, hipoplasia 

maxilar e malar, fenda lábiopalatal, fronte ampla e dentes cônicos.

Clinicamente normal exceto por apresentar hipoplasia malar.

 
a descrito por Gil-da-Silva-Lopes et al (2003) 

b descrito por Martinhago e Ramos (2004) 
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Anexo V Dados Clínicos pacientes DLMFH 

Caso Sexo Diagnóstico Aspectos faciais Outros achados
Avaliação 

neurológica
Avaliação do SNC

DLMFH, 

recorrência 

familial

Hipertelorismo ocular, retração 

biparietal do crânio, epicanto, 

nariz com base nasal alargada e 

bífido, palato alto

Retardo mental leve, 

hipoplasia de grandes 

lábios, anteriorização 

anal, encurtamento de 

membros

Dolicofelia, 

hipotonia, 

descoordenação 

motora

Anteriorização do lobo frontal, alargamento 

da comissura talâmica

DLMFH
Hipertelorismo ocular , depressão 

frontal mediana, nariz bífido

Excesso de pregas 

palmares, alteração da 

pigmentação da pele

Falha óssea 

frontal, hipotonia,

Anteriorização do lobo frontal, alteração de 

corpo caloso, micropoligiria perisilviana

DLMFH

Hipertelorismo ocular, 

proeminência frontal, nariz com 

ponta levemente alargada, palato 

alto e estreito

Linfoedema de membros, 

zigodactil ia de 2 º e 3 º 

dedos da mão

Dolicofelia, 

hipotonia, falha 

óssea frontal, 

descoordenação 

motora, marcha 

com base alargada, 

epilepsia

Anteriorização do lobo frontal, hipocampo 

esquerdo arredondado, displasia cortical, 

polimicrogiria, alteração de corpo caloso, 

ventriculocele

DLMFH

Hipertelorismo ocular, 

proeminência frontal, epicanto, 

coloboma ocular, nariz bífido com 

sulco mediano, palato alto

Anteriorização anal, 

clinodactil ia do 5 dedo,  

fóvea coccígea

Dolicofelia, 

hipotonia

Anteriorização do lobo frontal com poucos 

giros, encefalocele frontal bilateral

1

2

3

4

M5

F

F

F

F

Hipertelorismo ocular, telecanto, 

hipoplasia malar e maxilar, fenda 

labial mediana

Alteração da 

pigmentação da pele

Dolicofelia, 

hipotonia

Anteriorização do lobo frontal, ventriculocele 

esfenoidal, alteração de corpo caloso, 

astrocitoma

DLMFH
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DLMFH;

46, XY, add 

(22p13)

M

Hipertelorismo ocular, depressão 

frontal mediana, nariz com base 

nasal alargada, palto alto

Implantação dos cabelos 

em "V”,  camptodactil ia, 
distância aumentada 

entre hálux e 2º artelhos

Dolicofelia, 

hipotonia, 

hipoacusia

Anteriorização do lobo frontal, alteração de 

corpo caloso
6

F DLMFH

Hiperterolismo, estrabismo, 

exoftalmia, braquicefalia, 

assimetria craniana e facial, nariz 

com hipoplasia alar e assimétrico, 

palato ogival

Implantação dos cabelos 

em "V”, peito escavado, 
escoliose, clinodactil ia 

discretado 5 dedo, 

membros inferiores com 

sindactil ia cutânea 2º e 

3º bilateral

Anteriorozação do lobo frontal, cisto 

hipofisário, alargamento dos forames 

parietais, alargamento das etmóides, 

hipertrofia dos cornetos nasais, agenesia do 

corpo caloso

7

F DLMFH

Hipertelorismo, ocipital plano, 

crânio assimétrico, base nasal 

larga e ponta bífida, palato alto

Implantação dos cabelos 

na fronte baixa, orelhas 

inclinadas para trás

Dolicocefalia, 

hipotonia

Disgenesia de corpo caloso, heterotopia 

nodular do lobo frontal esquerdo, assimetria 

cerebelar

8

Convulções tônico-

clônicas 

generalizadas, 

hipoacusia

10

Não avaliado

M DLMFH

Hipertelorismo, discreta ptose 

palpebral, epicanto, estrabismo 

convergente, diâmetro biparietal 

estreito, base nasal alargada, 

ponta nasal, columenla e úvula 

bífida, fi ltro longo e plano, palato 

alto,

Orelhas proeminentes, 

hérnia umbilical, 

hipospadia peniana

Dolicocefalia, 

hipotonia
Não avaliado

9 F DLMFH

Hipertelorismo, fronte ampla com 

retração temporal, base nasal 

larga com discreto sulco mediano, 

palato alto

Manchas café com leite, 

alargamento de hálux

Dolicocefalia, 

hipotonia
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11 F DLMFH

Hipertelorismo, telecanto, nariz 

com narinas separadas, palato 

alto, aplasia osso frontal, 

encefalocele espeno-etimoidal

Implantação dos cabelos 

em "V”, orelhas com 
implantação baixa, 

inclinadas para trás, 2 

orelhas com anti-hélices 

(dupla), dismórficas, 

cúbito valgo, pele com 

lesões cicatrizadas de 

espinhas, crises 

epilépticas

Dolicofelia, 

hipotonia

Lipoma de corpo caloso, encefalocele 

etmoidal

12 F DLMFH

Hipertelorismo, pregas epicânticas 

e sobrancelhas levemente 

arqueadas base nasal bem 

alargada e levemente alta, nariz 

bífido e narinas não lateralizadas, 

micrognatia , boca com palato alto, 

freio l ingual curto e fi ltro curto

Implantação dos cabelos 

em "V”, orelhas de 
implantação baixa e 

inclinadas para trás, 

membros superiores com 

hipoplasia de 

metacarpianos 5º  leve

Dolicofelia, 

hipotonia

Hiperostose esfenoidal, anomalia de Chiari, 

enlargamento do 4 ventriculo

13 F DLMFH

Hipertelorismo, pregas epicânticas, 

fendas palpebrais oblíquas para 

baixo, estrabismo convergente, 

lacrimejamento, nariz bífido, 

micrognatia e retrognatismo, 

palato alto,  estreito e em “V”, 2º 
dentição falha, dentes 

acavalgados, pescoço levemente 

curto

Implantação dos cabelos 

em "V”, orelhas de 
implantação no limite 

inferior, membros 

superiores hipoplasia de 

metacarpianos 3º e 4º, 

cifose, encurtamento de 

4º e 5º metacarpos, pés 

com calcanhar afi lado e 

dorso largo e plano, 

hérnia inguinal, diástase 

dos músculos retos 

abdominais , hisurtismo

Dolicofelia, 

hipotonia, 

dificuldade de 

aprendizagem, 

hiperatividade, 

pouca 

concentração, 

dificuldade de 

articulação na fala

Atrofia frontoparietal bilateral, 

enlargamento ventricular, atrofia subcortical 

difusa, hidrocefalia compensatória, 

hipoplasia de corpo caloso, sinais de 

redução do supra tentório e infra tentório 

Atrofia frontoparietal bilateral, 

enlargamento ventricular, atrofia subcortical 

difusa, hidrocefalia compensatória, 

hipoplasia de corpo caloso, sinais de 

redução do supra tentório e infra tentório


