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RESUMO

Introducdo: As fendas orofaciais tipicas (FOT) estdo entre as malformagdes humanas
mais frequentes, com prevaléncia de 1:700 a 1000 nascidos vivos. Variantes no gene IRF6
(fator regulatorio de interferon 6) tém sido mundialmente implicadas tanto em casos néo
sindrémicos (FOTNS) familiais quanto sindrémicos (FOTS), entre os quais destaca-se a
Sindrome de Van der Woude (SVW). Objetivo: Este estudo teve como objetivo descrever
o perfil epidemioldgico e as implica¢bes do gene IRF6 nas FOTNS e SVW em uma série
de casos oriundos do ambulatério de genética craniofacial do Servico de Genética Clinica
do Hospital Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas
(SGC/HUPAA-UFAL). Pacientes e métodos: A amostra para a descricdo das
caracteristicas sociodemograficas, clinicas e familiais consistiu em 255 pacientes com
FOTNS atendidos no periodo 2009-2021. As variaveis de interesse foram extraidas da
Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais. Os dados foram tabulados em planilha Excel
e analisados utilizando o programa Epi info™. Foram empregados testes de Fisher e Qui-
quadrado, sendo considerados significativos os resultados com p<0,05. Para a
caracterizacdo molecular, foram selecionadas 27 familias com recorréncia de FOTNS e
um paciente com SVW, Unico da casuistica com este diagndstico. Seis das 27 familias
apresentaram transmissao genitor(a)-filho(a) e foram estudadas por sequenciamento do
exoma em parceria com a Universidade Estadual de Campinas. As demais familias e o
caso de SVW foram estudados por sequenciamento de Sanger do IRF6 no Laboratério de
Genética Molecular Humana (LGMH) do SGC/HUPAA-UFAL. Neste, 0s experimentos
compreenderam a extracdo de DNA a partir de sangue total periférico pelo método fenol-
cloroférmio, reacdo em cadeia da polimerase dos exons e suas respectivas regides
doadoras e aceptoras de splice do IRF6, purificacdo dos fragmentos obtidos,
quantificacdo e reacdo de sequenciamento, seguida de eletroforese capilar no analisador
de DNA ABI 3500. Para a analise dos resultados, foram utilizados os softwares Chromas
para anélise dos eletroferogramas e CLC Sequence Viewer para alinhamento com a
sequéncia selvagem (ENST00000367021.8). As variantes identificadas foram
pesquisadas em bancos de dados de acesso publico. Para variantes ndo descritas a
classificacdo foi realizada através de analise preditiva in silico utilizando os programas
PROVEAN, SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2; anélise de
conservacao de aminoacidos entre espécies (programa Clustal Omega); e modelagem da
proteina pelos programas Swiss-model e PyMol. Resultados: Entre 2009-2021, 375
pacientes com fendas orofaciais foram atendidos no ambulatério de genética craniofacial,
destes, 255 (71,6%) apresentavam FOTNS. Nesta amostra houve predominio de fenda do
labio e palato (51,0%) com acometimento unilateral (74,2%) esquerdo (51,0%) sendo que
0 sexo bioldgico masculino foi 0 mais afetado (55,8%), dados que corroboram a literatura.
Os casos familiais corresponderam a 38,7% da amostra, quase o dobro do esperado. As
fendas de labio com ou sem acometimento do palato (p=0,14), a consanguinidade parental
(p=0,02) e a gemelaridade (p=0,008) foram significativamente mais frequentes nos casos
familiais comparados aos esporadicos. A analise das seis familias com transmissdo
genitor(a)-filho(a) esta completa e ndo revelou nenhuma variante patogénica no gene
IRF6. Das 21 familias restantes, em 17 delas a anélise ndo est4 concluida, mas até o
momento também ndo revelou variantes patogénicas nas regides sequenciadas. A crianca
com SVW teve diagndstico clinico estabelecido com base na presenca de elevacGes
paramedianas no labio inferior associadas a fenda labiopalatina, tipicas da sindrome. Para
esta paciente o sequenciamento de Sanger do IRF6 revelou a variante nova p.Phe266Ser
(c.797T>C) em heterozigose (TTT/TCT). Esta variante foi classificada como patogénica


https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Transcript/Exons?db=core;g=ENSG00000117595;r=1:209785617-209806175;t=ENST00000367021

em todos os programas de predicdo utilizados, a comparagdo entre espécies indicou que
0 aminodacido p.Phe266 € altamente conservado na proteina IRF6, o sequenciamento dos
genitores revelou que esta alteracdo ndo foi herdada, sendo portanto classificada como
alteracdo de novo. A andlise de modelagem foi sugestiva de que a substituicdo da
fenilalanina pela serina causa danos a estrutura da proteina. Conclusdes: Os resultados
evidenciaram caracteristicas sociodemograficas e clinicas das FOTNS semelhantes a
literatura, exceto pela alta frequéncia de casos familiais e consanguinidade parental. Até
0 momento ndo foi observada nenhuma variante patogénica do IRF6 nos casos familiais
de FOTNS incluindo os casos de transmissao genitor(a)-filho(a). A variante nova
p.Phe266Ser, presente no Unico caso de SVW desta casuistica, foi classificada como
patogénica e de novo.

Palavras-chave: Fissura de labio, Fissura de labio e palato, Fissura de palato, Sindrome
de Van der Woude, gene IRF6.



ABSTRACT

Background: Typical orofacial clefts (TOC) are among the most frequent human
malformations, with a prevalence rate of 1:700 to 1000 live births. IRF6 gene (Interferon
Regulatory Factor 6) has been worldwide implicated in cases of familial non-syndromic
TOC and in the Van der Woude syndrome (VWS). Aim: To describe the epidemiology
and the implications of IRF6 gene in a series of non-syndromic TOC and VWS from
the Ambulatério de Genética Craniofacial do Servico de Genética Clinica do Hospital
Universitario Professor Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC-
HUPAA-UFAL). Patients and methods: From 2009 to 2021, 375 patients entered the
Alagoas database, 255 (71.6%) of whom, presenting non-syndromic TOC, were selected
for sociodemographic, clinical, and familial profiling. Information was extracted from the
Brazilian Database on Craniofacial Anomalies and tabulated using Excel. Fisher test and
Qui-square were used for statistics with a p-value of 0,05 through Epi info™.
The IRF6 gene was selected for molecular analysis of 21 multiplex families and the single
case of VWS of the sample. Six families presenting parent-child transmission were
studied through whole exome sequencing in collaboration with the State University of
Campinas. The remaining families as well as the patient diagnosed with VWS were
studied through Sanger sequencing at our laboratory at SGC-HUPAA-UFAL. The in-
house experiments comprised: Phenolic DNA extraction, the polymerase chain reaction
of all exons and splice sites, purification, quantification, and sequencing reaction.
Software Chromas was used for electropherogram analysis and the CLC Sequencing
Viewer for sequences alignment. Identified variants were checked against free access
databases. In silico predictive analyses using software PROVEAN, SIFT, PolyPhen-
2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2 were used for the classification purpose of
the new variants. The amino acid conservation among mammalians analysis was
through Clustal Omega, and  the protein modeling  through Swiss-
model and PyMol software. Results: Among 255 patients with non-syndromic TOC, the
male biologic sex (55,8%), and the unilateral (74,2%), left-sided (51,0%) cleft lip and
palate (51,0%) were predominant. These results corroborate the literature. There were 97
(38,6%) familial cases, almost twice the expected frequency. Cleft lip with/without cleft
palate (p=0,14), parental consanguinity (p=0,02) and twining (p=0,008) were
significantly high in familial cases compared to sporadic. The IRF6 complete sequencing
did reveal no pathogenic variants among the six parent-child transmission families.
Sanger sequencing of the remaining families is not finished, and, up to now, no
pathogenic variants have been recognized. The clinical diagnosis of VWS was based on
the typical association between cleft lip and palate, and paramedian lower-lip small
mounds. The novel p.Phe266Ser (c.797T>C) heterozygous (TTT/TCT) variant was
identified through Sanger sequencing. It has achieved pathogenic scores in all prediction
software used. According to Clustal Omega, the amino acid phenylalanine is highly
conserved, and the parental sequencing showed this is a de novo variant. According to
the model obtained, the phenylalanine-serine exchange disrupts the IRF6
protein. Conclusions: Apart from the high rate of familial cases and consanguinity, the
sociodemographic and clinical profile of non-syndromic TOC corroborates the literature.
Up to now, no IRF6 pathogenic variant was found among 27 families presenting non-
syndromic TOC, including the six families with parent-child transmission for which
the IRF6 sequencing is finished. The novel p.Phe266Ser variant, present in the single case
of VWS in this series, was classified as pathogenic and de novo.

Keywords: Cleft lip, Cleft lip and palate, cleft palate; VVan der Woude Syndrome; IRF6
gene.
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1. INTRODUCAO

As fendas orofaciais tipicas (FOT) constituem um grupo heterogéneo no que diz
respeito a etiologia, prevaléncia, desenvolvimento embrionario atipico e espectro
fenotipico (MARTINELLI et al., 2020). Os afetados unicamente pela FOT sdo
classificados como ndo sindrémicos (FOTNS). Estes apresentam alteracOes
morfofuncionais restritas a regido oral e a audicdo, comprometendo a fala,
alimentagdo/nutrigéo, respiracéo e aparéncia facial, que podem interferir negativamente
no estabelecimento de relagdes sociais. Ja os afetados por fendas orofaciais sindrémicas
(FOTS) podem apresentar alteracbes morfofuncionais em diferentes sistemas organicos
(DIXON et al., 2011). A Sindrome de Van der Woude (SVW) é o exemplo mais comum
de FOTS.

Devido a complexidade dos mecanismos envolvidos nas FO e na gestdo e atengédo
as familias, necessita-se de um grupo multidisciplinar com equipe minima constituida de
fonoaudiologos, psicologos, odontdlogos, cirurgides, pediatras e geneticistas (VOIGT et
al., 2017).

Esta pesquisa esta inserida no Grupo-CNPq Prevengdo e atencdo a saude de
pessoas com defeitos congénitos e doencas raras no SUS, na linha de fendas orofaciais,
iniciada no Servico de Genética Clinica do Hospital Universitario Professor Alberto
Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC/HUPAA-UFAL) em 2009.

No periodo de agosto/2009 a agosto/2021, 375 familias com fendas orofaciais
foram atendidas. Até o inicio desta pesquisa, 0s estudos contemplaram a caracterizacdo
clinica, o mapeamento de fatores de risco e as dificuldades de acesso ao tratamento
especializado e aconselhamento genético em Alagoas.

Em 2019, a aquisicdo de um analisador genético pelo mencionado grupo
possibilitou a realizacdo de estudos proprios sobre a etiologia de anomalias congénitas,
com a perspectiva de ampliacdo do conhecimento sobre a epidemiologia molecular das
FOT no estado de Alagoas.

Nesse contexto, como ponto de partida, foi escolhido o gene IRF6 (fator
regulatorio de interferon 6). Esse gene tem sido mundialmente implicado tanto em casos
de FOTS quanto FOTNS familiais (BEZERRA et al., 2020; MACHADO et al., 2018;
BASHA et al., 2020) .
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Embriologia, definicdo e epidemiologia das fendas orofaciais

O desenvolvimento embrionario da face envolve mecanismos complexos que
regulam células epiteliais e mesenquimais. A perturbacédo de fatores que participam deste
processo interfere no crescimento e adesdo celular, prejudicando a fusdo das estruturas
frontonasais e maxilares, o que pode resultar em fenda orofacial (MARTINELLI et al.,
2020).

As fendas orofaciais sdo as malformagdes congénitas mais comuns em humanos,
que afetam o desenvolvimento craniofacial. S&o classificadas topograficamente como
fenda orofacial tipica (FOT) e fenda orofacial atipica (FOA) (TOLAROVA;
CERVENKA, 1998).

As FOA séo condigdes raras, com incidéncia de 1-5 em 100.000 nascimentos, que
comprometem a regido mediana, transversal ou obliqua da face (TOLAROVA;
CERVENKA, 1998). Tessier (1976) propds uma classificacdo que emprega nimeros de
0 a 14, sendo o 0 correspondente a linha mediana da face. As FO numeradas de 0 a 7
acometem tecidos moles e 0ssos da face, ja as de niumero 8 a 14, afetam tecidos moles e
0ss0s do créanio e/ou da face.

As FOT tém incidéncia global de 1:1000 nascidos vivos e sdo definidas como
anomalias paramedianas da regido craniofacial que afetam o desenvolvimento do labio
(FL), do palato (FP) ou ambos (FLP) (BEATY; MARAZITA; LESLIE, 2016; LESLIE et
al., 2016b; MACHADO et al., 2018). Ha inumeras classificacdes baseadas nos aspectos
morfoldgicos das FOT. A classificacao proposta por Spina (1973) que toma como ponto
de referéncia o forame dos incisivos € a mais conhecida e utilizada no Brasil. Segundo
esta classificacdo, as FL ocorrem na regido pré-forame, as FLP s&o transforame e as FP
sdo pbs-forame dos incisivos.

Nos anos mais recentes, fenotipos subclinicos das FOT tém sido descritos. Estes
incluem malformac6es dentérias, defeitos no musculo orbicular oris, fendas labiais
frustras, fossetas no l&bio, fenda palatina submucosa, Uvula bifida, insuficiéncia
velofaringeana e anquiloglossia. O estudo desses subfendtipos auxilia na melhor
compreensdo dos fatores genéticos que participam na embriogénese da face, por esse
motivo, cada vez menos se utiliza a classificacdo de Spina (1973) em estudos

epidemioldgicos e etiopatogénicos (DIXON et al., 2011).
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Desde 2008, o Projeto Cranio-Face Brasil (PCFB) coleta dados clinicos e
genéticos de pessoas com fendas orofaciais de maneira sistematizada em hospitais
voluntarios localizados nas regides nordeste, sudeste e sul do Brasil. O SGC/HUPAA.-
UFAL participa desta iniciativa desde 2009 (MONLLEO et al., 2013).

No PCFB, as FOT sdo classificadas de acordo com a topografia, lateralidade e
gravidade clinica de maneira que tanto fenotipos classicos quanto subclinicos sao
uniformemente registrados (GIL-DA-SILVA-LOPES et al., 2020; MONLLEO et al.,
2013; VOLPE-AQUINO et al., 2018).

2.2. Classificacdo clinico-etioldgica e epidemiologia das fendas orofaciais tipicas

A partir da caracterizacdo minuciosa do fenotipo, as FOT séo classificadas como
FOTNS e FOTS. As FOTNS séo observadas em 70% dos casos (Figura 1) e ndo estdo
associadas a nenhuma outra alteragdo anatomica, excecdo feita a variantes anatomicas
cerebrais e deficiéncia intelectual (DIXON et al., 2011). Embora os afetados por FOTNS
tenham alteracdes morfofuncionais restritas a regido orofacial, estas podem comprometer
a fala, aparéncia, alimentacéo, respiracao e audi¢cdo que podem interferir negativamente
no estabelecimento de relagfes sociais (LESLIE; MARAZITA, 2013; WANG et al.,
2018).

Quanto a etiologia, as FOTNS seguem padrao de heranca poligénico/multifatorial
(Figura 1), resultado da interacdo entre fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Essa
interacdo complexa, constitui um desafio para a elucidacdo dos mecanismos etioldgicos
envolvidos, especialmente em populagbes miscigenadas como a brasileira (BEATY;
MARAZITA; LESLIE, 2016; MACHADO et al., 2018).
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FOT
FL, FLP, FP

FOTNS FOTS
70% 30%
1:700-1000 NV 1,3:2000 NV
Multifatorial Cromossomica
Monogénica
Teratogénica
Familial Esporadico Familial ou esporadico
20% 80% a depender da etiologia

Figura 1- Tipos, frequéncias e etiologias das FOT. FOT= Fendas orofaciais tipicas; FOTS=
Fendas orofaciais tipicas sindromicas; FOTNS= Fendas orofaciais tipicas ndo sindrémicas; FL=
Fenda do labio; FP= Fenda do palato; FLP= Fenda do labio e palato; NV: nascidos vivos. Fonte:

SALEEM et al.,

(2019).

Pesquisas utilizando como principal ferramenta molecular os estudos de

associacdo genbmica ampla (GWAS, do inglés Genome-Wide Association Studies)

indicam que mais de 30 genes podem estar relacionados com FOTNS (SALEEM et al.,
2019) (Figura 2).
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Figura 2- Representacdo dos 22 cromossomos autossomos e os loci identificados e associados
com o desenvolvimento de FOTNS; Chr= cromossomo; em laranja= representacdo dos
cromossomos em que ndo foi descrita variantes associadas com o fendtipo de FOTNS. Fonte:
Saleem et al., (2019).
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Apesar do avanco na compreensdo dos mecanismos que participam no
desenvolvimento craniofacial, ainda é incerto o quanto da variagéo fenotipica das FOTNS
pode ser explicado pelos loci j& identificados, uma vez que, em seu conjunto, eles
respondem por apenas de 20 a 25% da herdabilidade destas anomalias (SALEEM et al.,
2019). Globalmente observa-se que as FOTNS podem recorrer em familias (20%) ou
aparecer de forma esporadica (80%) (SALEEM et al., 2019) (Figura 1).

As FOTNS tém prevaléncia de 1:700 a 1000 nascidos vivos, variando de acordo
com a etnia e a regido geografica do nascimento (BEATY; MARAZITA,; LESLIE, 2016;
MACHADO et al., 2018; MOSSEY; MODELL, 2012). Mundialmente, as taxas mais
altas sdo observadas no continente asiatico, principalmente na China e Japdo, com
incidéncia de 1 em 500 nascidos vivos. Na China, esta condi¢do afeta mais de 2,6 milhdes
de pessoas (SALEEM et al., 2019).

No Brasil, representam a terceira causa mais prevalente de anormalidades
congénitas entre os nascidos vivos (NV), ficando atras apenas dos defeitos de membros
(24,4 casos por 10 mil NV) e das cardiopatias congénitas (8,4/10 mil NV). A prevaléncia
das FO no pais como um todo é de 6,1/10 mil NV, variando de 4,13/10 mil NV no estado
do Rio de Janeiro a 9,4/10 mil NV no Tocantins. Essa prevaléncia é comparavel a
observada no continente asiatico (BRASIL, 2021) (Figura 3).

Prevaléncia/
10 mil nascidos vivos

12
20°S 1
9

6

30°S 1 3

0

70°W 60°W 50°W 40°W

Figura 3 - Prevaléncia de FO no Brasil. Fonte: Boletim epidemiol6gico. Vol. 52, n°06,
2021.
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Por outro lado, as FOTS tém etiologias cromossdmica, monogénica e teratogénica
(Figura 1). De acordo com o Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) mais de 900
sindromes tém como fendtipo um dos tipos de FO (OMIM, 2022). Essas sindromes
acometem até 65 pessoas por 100 mil (<1,3:2000NV) e, portanto, sdo classificadas como
doencas raras de acordo com o conceito adotado pelo Ministério da Saude do Brasil
(FELIX et al., 2022). A SVW é reconhecidamente a condig&o clinica mais comum entre
as formas sindrébmicas, responsavel por 2% de todos os casos de FOT (URAL et al.,
2019).

2.3. Implicacbes do gene IRF6 em fendas orofaciais tipicas

Entre os mais de 30 genes reconhecidamente associados com FOT (Figura 2), o
gene IRF6 esta entre 0s mais investigados por estar implicado tanto em FOTNS familiais
quanto na SVW e Sindrome do Pterigio Popliteo. Esta Gltima, apresenta quadro clinico
multissistémico e facilmente distinguivel das FOTNS (BEZERRA et al., 2020; LESLIE
et al., 2016b; MACHADO et al., 2018), razao pela qual ndo foi abordada nesta pesquisa.

A Sindrome de Van der Woude (SVW), com padrdo de heranca mendeliana
autossdOmica dominante, tem na presenca de pits/fossetas/depressdes ou elevacbes no
labio inferior sua caracteristica distintiva para o diagndstico clinico (BURDICK, 1986;
VELAZQUEZ-ARAGON et al., 2021). Pacientes com fendtipo cléassico de SVW, cerca
de 75% dos casos, apresentam essas anomalias bilateralmente na regido paramediana,
porém também sdo observados casos unilaterais e bilaterais assimétricos (R1ZOS;
SPYROPOULOS, 2004).

Em 26% dos pacientes ocorre algum tipo de fenda oral aberta, seja fenda do labio
(FL), fenda do palato (FP) ou de ambos (FLP) (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULQOS
et al., 2007). Outras caracteristicas sdo fenda submucosa do palato, Uvula bifida,
anormalidades do musculo orbicular oris, anquiloglossia, hipodontia e anormalidades das
glandulas exdcrinas (salivares e pancreatica) (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULOS
etal., 2007; SCHUTTE et al., 2022).

O fendtipo sutil, a expressividade variavel intrafamilial e a penetrancia incompleta
contribuem para que muitos individuos afetados sejam diagnosticados, a priori, como
tendo FOTNS, especialmente quando a analise do heredograma ndo sugere padrdo
classico de heranca autossdmica dominante (GOWANS et al., 2017; VELAZQUEZ-
ARAGON et al., 2021). Neste sentido, Leslie et al., (2016) recomendam atencéo especial

20



a familias que segregam diversos tipos de FOT (“mixed clefis’) em diferentes geracdes,
as quais podem corresponder ao padrdo autossdmico dominante.

Em 70% dos casos, a SVW é causada por variantes na regido codificante do fator
regulatorio do interferon 6 (IRF6; VWS1, OMIM #119300). Variantes de ganho de
funcdo do gene que codifica o fator de transcricdo tipo grainyhead 3 (GRHL3; VWS2,
OMIM # 606713) respondem por 5% dos casos. Os outros 25% estdo relacionados com
outros genes ou com etiologia ndo reconhecida (PEYRARD-JANVID et al., 2014).

O gene IRF6 (ENST00000117595), locus 1g32.2, pertence a uma familia de nove
fatores reguladores transcricionais de interferon. Ele é composto por 9 exons sendo que
os exons 1, 2 e a regido terminal do exon 9 ndo séo codificantes. A proteina IRF6 contém
467 aminoacidos (ENST00000367021.8), possui um dominio N-terminal de ligacdo ao
DNA e um dominio C-terminal de ligacdo a proteinas (Figura 4). Sabe-se que sua
deficiéncia leva a malformacbes craniofaciais, de pele, membros, anormalidades
dentarias (BEZERRA etal., 2020; DESMYTER etal., 2010; OMIM, 2022), das glandulas
salivares e de outras glandulas exocrinas (METWALLI et al., 2018).

locus 1932.2

177 205 129 159 393 119 B

Gene IRF6 5

196 72 225 2.803

N 467 aa D

Figura 4 — Gene IRF6: localizacdo, constituicdo, codificacdo e estrutura proteica. A= ideograma
do cromossomo 1 onde se localiza o gene IRF6; B= representacdo do gene e 0s 9 exons que 0
compdem e quantidade de nucleotideos. Em lilas: regides codificantes consideradas hot spots do
IRF6 (exons 3, 4, 7 e regido inicial do exon 9). Em azul escuro (exons 5, 6 e 8): regides
codificantes. Em azul claro (exons 1, 2 e regido terminal do exon 9): regides ndo codificantes;
C=cDNA do IRF6; D= proteina IRF6 com 467 aminoacidos. Fontes: (FERREIRA DE LIMA et
al., 2009; GOWANS et al., 2017; ENSEMBL (https://www.ensembl.org/IRF6) (Adaptado).

De acordo com o The Human Gene Mutation Database versdo professional
2021.4 (HGMD), até 14/08/2022, 369 variantes foram identificadas no gene IRF6. Entre
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estas, 30 tém sido associadas a FOTNS e 235 ao fenotipo SVW, as demais estdo

relacionadas a SPP ou com associacdo indefinida.

Embora a grande maioria das variantes identificadas em casos de FOTNS estejam
relacionadas a maior suscetibilidade, variantes patogénicas foram descritas em familias
que segregam FOTNS com padréo autossdomico dominante (LESLIE et al., 2015). Neste
sentido, Desmyter et al., (2010) sugerem que o gene IRF6 seja sempre rastreado nessas
familias quando houver ddvidas sobre a normalidade do labio inferior de um paciente
com FOTNS.

Em termos gerais, o fendtipo da SVW tem sido predominantemente associado
com variantes com efeito de perda de fungdo por haploinsuficiéncia que resultam no
truncamento da proteina IRF6 (FERREIRA DE LIMA et al., 2009). Entre as 235 variantes
associadas com o fenétipo de SVW, estdo descritas variantes do tipo missense, nonsense,
frameshift, alteracdes em sitio de splice, inser¢bes/delecdes (indels) e microdelecdes cuja
distribuicdo ndo é aleatoria ao longo do gene IRF6 (ALADE et al., 2020; FERREIRA DE
LIMA et al., 2009; GOWANS et al., 2019; LESLIE et al., 2013, 2016).

Em 70% dos casos, essas diferentes alteragdes ocorrem nos exons 3 e 4 ou nos
exons 7 e 9, com maior concentracdo no exon 4. Esses dados sugerem que o exon 4 pode
ter uma funcéo principal dentro do dominio de ligacdo ao DNA e reforcam a hipdtese da
existéncia de hot spots (FERREIRA DE LIMA et al., 2009; GOWANS et al., 2019;
LESLIE et al., 2013). Contudo, mais recentemente, estudos funcionais com embrides de
zebrafish revelaram que apenas 15 entre 30 variantes missense localizadas nos hot spots
se mostraram patogénicas e que 11 destas estavam localizadas nos exons 7 a 9, colocando
em questdo a importancia do exon 4 (LESLIE et al, 2013; LESLIE 2016; ALADE et al.,
2020).

2.4. Atencdo a saude de pessoas com fendas orofaciais no SGC/HUPAA-UFAL

O SGC/HUPAA-UFAL mantém um ambulatdrio especifico para pessoas com
fendas orofaciais desde 2009 (MONLLEO et al., 2013). As familias atendidas neste
ambulatorio integram um estudo multicéntrico denominado Base Brasileira de Anomalias
Craniofaciais (BBAC) composta por uma base de dados clinicos e um biorrepositério
vinculados ao PCFB (FONTES et al., 2013; GIL-DA-SILVA-LOPES et al., 2020;
MONLLEO et al., 2017; VOLPE-AQUINO et al., 2018). Os dados reunidos pelo
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SGC/HUPAA-UFAL representam a maior e mais abrangente fonte de informacdes
clinicas e genéticas sobre fendas orofaciais em Alagoas.

Um estudo realizado em 2016 a partir de dados da BBAC incluindo pacientes
oriundos do SGC/HUPAA-UFAL, concluiu que o haplétipo IRF6 G/A
(rs2235371/rs642961) esta relacionado com aumento do risco de FOTNS na populacéo
brasileira (DE SOUZA et al., 2016). Desde entdo, nenhuma outra abordagem envolvendo
0 gene IRF6 foi realizada com familias de Alagoas.

Curiosamente, entre os 375 casos de FOT registrados no SGC/HUPAA-UFAL até
agosto de 2021, apenas um teve diagnostico clinico de SVW, embora esta seja a sindrome
mais frequente entre as FOTS. Outro aspecto interessante, e ainda ndo explorado, é que
em 97 casos de FOTNS o fendtipo € recorrente, compreendendo situa¢des de familias
com transmissdo vertical, horizontal e aleatoria, com diferentes tipos de FOT (“mixed
clefts”), aspecto sugestivo de um forte componente genético.

Considerando que o gene IRF6 estd envolvido tanto na etiologia das FOTNS
quanto da SVW, esta pesquisa se prop0s a caracterizar o perfil clinico das FOTNS e da

SVW em Alagoas e investigar o envolvimento do IRF6 nesses fendtipos.

23



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
= Descrever o perfil genético-clinico de pacientes com FOT oriundos do ambulatorio
de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL.

3.2 Objetivos especificos

= Descrever as caracteristicas sociodemograficas, clinicas e familiais das FOTNS;

= Analisar o gene IRF6 em casos familiais de FOTNS e SVW,

= Classificar as variantes identificadas e estabelecer a correlacdo gendtipo/fen6tipo nos

casos com variantes patogénicas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos: A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Alagoas, como emenda ao protocolo “Base
Brasileira de Anomalias Craniofaciais-BBAC” (CAAE 85020018.8.3015.5013). A
coleta de dados foi condicionada a assinatura do TCLE (Termo de Consentimento
Livre Esclarecido) e, quando pertinente, do TALE (Termo de Assentimento Livre
Esclarecido) que se encontram arquivados no SGC/HUPAA-UFAL.

4.2 Delineamento do estudo: transversal, observacional e descritivo.
4.3 Populagdo estudada:

A Figura 5 apresenta sumariamente todas as etapas de selecdo da amostra e

recortes para alcancgar 0s objetivos propostos.

375 casos de FO
2009-2021
[ |
Excluidos A — ‘ 19 casos de FOA 356 casos de FOT
\
255 casos de Caracterizagdo
101 casos de FOTS FOTNS -, sociode['n(.)gréﬁca
e clinica.
Um caso de SVW 97 Eas?s coml - N Caracterizagdo
recorréncia familial genético-familiar
Andlise IRF6 . 29 casos .fa'[niliais
em condi¢des de > Analise do IRF6
l analise
6 casos com
23 casos com . i
LGMH/HUPAA-UFAL mixed cleft transn"llssao — | BBAC-Unicamp
vertical

Figura 5 - Etapas de sele¢cdo da casuistica para descricdo sociodemogréfica, clinica e
investigagdo molecular dos casos atendidos no SGC/HUPAA-UFAL. FO= Fenda orofacial;
FOA= Fenda orofacial atipica; FOT= fenda orofacial tipica; FOTS= fenda orofacial tipica
sindromica; FOTNS= fenda orofacial tipica ndo sindrébmica; SVW= Sindrome de Van der
Woude: LGMH= laboratério de genética molecular humana; HUPAA=Hospital Universitario
Professor Alberto Antunes; UFAL= Universidade Federal de Alagoas; BBAC= Base brasileira
de anomalias congeénitas; Unicamp= Universidade Estadual de Campinas; mixed cleft= tipos
diferentes de FO.
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Como se pode observar, a populacdo do estudo compreendeu 375 pacientes com
diagnostico clinico de FO atendidos no ambulatorio de genética craniofacial do
SGC/HUPAA-UFAL, no periodo de agosto de 2009 a agosto de 2021, cadastrados na

BBAC. Dezenove casos de FOA foram excluidos por escaparem do escopo da pesquisa.

4.3.1. Critérios de selecdo da amostra para descri¢ao caracteristicas sociodemograficas,
clinicas e familiais:

No grupo de 356 casos de FOT, foram selecionados 255 casos néo sindrémicos
com base na definicdo descrita por Monlled et al., (2013) apud Mastroiacovo et al.,
(2011), segundo a qual a FOTNS nao é acompanhada de defeitos major em outros sitios
anatdbmicos, embora possam ocorrer defeitos minor desde que estes ndo configurem uma

sindrome reconhecida. As informacdes para esta analise foram extraidas da BBAC.

4.3.2. Critérios de selecdo da amostra para analise do gene IRF6

No grupo de 255 casos de FOTNS, foram selecionados 97 participantes
pertencentes a familias com recorréncia de FOTNS. Apds a exclusdo de casos com
material bioldgico insuficiente e sem condicOes de recoleta, a amostra totalizou 29
participantes com FOTNS pertencentes a 27 familias. No grupo de 101 casos de FOT
sindrémica, apenas um tinha diagndstico clinico de SVW e foi selecionado. A amostra
final para estudo do gene IRF6 foi de 30 casos-indice.

Desta amostra, 24 (23 com FOTNS e um com SVW) foram estudados no
LGMH/HUPAA-UFAL. Os seis casos restantes com FOTNS, tém transmissdo
genitor(a)-filho(a) e entraram no protocolo Sequenciamento completo de exoma em casos
de fendas orais selecionados na Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais (CAAE
85020018.8.0000.5404; FAPESP # 2018/21370-4), por meio de parceria com a

Universidade Estadual de Campinas.

4.4 Experimentos
Para os 24 participantes com analise molecular no LGMH/HUPAA-UFAL foram
realizadas as rea¢des em cadeia da polimerase (PCRs) dos nove exons do IRF6 e posterior

reacdo de sequenciamento seguida de eletroforese capilar.
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4.4.1 Extracdo de DNA

Foi realizada a extracdo de DNA a partir de sangue total periférico pelo metodo
organico por digestdo com proteinase K e posterior purificagdo com fenol-cloroférmio,
conforme De-Araujo et al., (1996). O DNA genémico extraido foi quantificado em
espectrofotbmetro BioDrop Resolution Life Science version 2.10.0.0, considerando
concentracdo de 100 a 200 ng adequada para PCR, e sua integridade analisada através da
eletroforese em gel de agarose a 0,8%. Para o preparo do gel, foi utilizado o tampé&o
Tris/Borato/EDTA (TBE), assim como para a realizacdo da eletroforese. Apos esta etapa,
foi necessario corar o gel em uma solucdo de Brometo de Etidio (0,5ug/mL), analisa-lo
em transluminador de bancada UV (Benchtop UV Transilluminator UVP®), fotografa-lo
em camera Cannon© PowerShot A2500 pertencente ao conjunto de equipamentos

PhotoDoc-1t™ Imaging System UVP® e a imagem obtida foi arquivada para anélise.

4.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Os oligonucleotideos foram os mesmos utilizados por Ferreira de Lima et al.,
(2009) para a amplificacdo dos nove exons do IRF6 e podem ser observados no Quadro
1.

As PCRs foram realizadas em termociclador (Eppendorf Mastercycler®). As
concentracOes de reagentes e temperaturas utilizadas para amplificacdo dos nove exons

do IRF6 estédo apresentadas no Quadro 2.

27



Quadro 1- Oligonucleotideos utilizados para a amplificacdo dos nove exons do IRF6.

Oligonucleotideos Sequéncia 5°- 3’ TA (°C) | Tamanho
do
Amplicon
(pb)
EXON 1 —sense GAAGCGGAGGAGTAGGGT 52
EXON 1 - antisense ATCTGGAAAAGGGCGACAG 52 >3
EXON 2 — sense TTATTCTAGGGCTTCTGAG 45
EXON 2 — antisense AAAGTTATGGAAACAGCAAC 47 381
EXON 3 —sense GGCTAGAGCATGAAGTGTAA 49
EXON3—antisense |  ATGCC CCC AAA AGA GGA AT el >/
EXON 4 — sense TCTGGGCAATGATAGGAC 47
EXON 4- antisense GGCTTTCTTGCTTTATCCA 47 373
EXON 5-sense CAGTGAATCTAGGGAGGTCC 51
EXON 5- antisense GCTTTCAGGGCAGTGGTGG - 425
EXON 6- sense CAGTGTTTGGTTCTTGTCTA 47
EXON 6- antisense TTACTTCTTCCCTGGTGAC 48 432
EXON 7-sense GTGGCCTTCCTGAATGCTG 53
EXON 7- antisense CTTGACCTCCTCCAGACTAA 50 e
EXON 8- sense AAAGATGGTATTTGTTGAGT 44
EXON 8- antisense GTTTCAGCAAGACTCTAAG 45 435
EXON 9-sense GTCTTCCTCAGGGCCTCTT 52
EXON 9- antisense GCATATTTGGAGAATCACAAAC 48 460

TA= temperatura de anelamento; °C= graus Celsius; pb= pares de base.

28




Quadro 2- Condicdes e reagentes para a amplificacdo dos exons.

Reagente Concentracéao | Ciclo

H.O *ul 94°C -5

Tampéo 10x

MgCl. 50uM 94°C -1’

DNTP 2uM

Primer sense 20pmol **Anelamento — 1" - 30x

Primer antisense 20pmol

BSA 1% 72°C -1

Taq DNA polimerase 5U

DNA 100-200ng 72°C -5
15°C — Infinito

*ul= microlitros de H,O para completar 30ul; **Temperatura de anelamento dos
oligonucleotideos do exon 1= 62°C; exon 2=50°C; exon 3= 53°C; exon 4= 49°C; exon 5=57°C;
exon 6=53°C; exon 7= 57°C; exon 8=53°C; exon 9= 54°C; MgCl,= Cloreto de magnésio; DNTP=
Desoxinucleotideos Trifosfatos; BSA Albumin Bovine Serum; Taq: Thermus aquaticus; pM=
micromolar; pmol=picomol; U: unidade; (*) = minutos.

Foram realizadas as reacdes em cadeia da polimerase (PCRs) dos nove exons do
IRF6 contemplando as regides codificantes e flanqueadoras dos 23 casos familiais e do
caso com SVW.

Os produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
corados em brometo de etidio, analisados em transluminador de bancada UV,
fotografados e arquivados. Esta etapa consistiu na observacdo do amplicon de interesse,
com o auxilio de um marcador de peso molecular (1kb plus DNA Ladder).

Em seguida, as PCRs foram purificadas com PureLink@® Purification Kit da

Invitrogen, seguindo protocolo do fabricante e posteriormente quantificadas para a reacao

de sequenciamento.

4.4.3 Reacdo de sequenciamento e eletroforese capilar

As reacdes de sequenciamento foram realizadas pelo método de Sanger conforme
Fabbri et al., (2013). Apds a reacdo de sequenciamento, os produtos foram purificados
utilizando 10ul BigDye Xterminator (Invitrogen) em cada poco da placa, homogeneizado
em agitador multiplataformas por 15 minutos, e levados para eletroforese capilar em
analisador genético de DNA ABI 3500 genetic analyzer (Applied Biosystems®).

As sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio de softwares de acesso

gratuito: Chromas para analise dos eletroferogramas e CLC Sequence Viewer para
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alinhamento com a sequéncia selvagem do gene IRF6 (ENSG00000117595) disponivel
em: http.//lwww.ensembl.org.
Para classificar a variante como nova ou descrita na literatura, foram consultadas

as bases de dados: HGMD (http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), AbraOm (banco de

variantes brasileiras com banco de dados constituido por: 1.171 genomas [SABE-1171-
WGS- hG38] e 609 exomas [SABE-609-WES- hgl19]) (ABraOM: Brazilian genomic
variants (usp.br)), 1000 Genomes Project (http://www.internationalgenome. org/),

Genome Aggregation Database (gnomAD) (http://gno mad.broadinstitute.org/), dbSNP
(Home - SNP - NCBI (nih.gov) e Clinvar Database (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

Para as variantes identificadas descritas como “patogénica” ou “provavelmente
patogénica” (RICHARDS et al., 2015), os genitores do caso indice foram convidados a
realizar avaliacdo clinica e investigacdo da variante em questdo, através do

sequenciamento de Sanger.

4.5 Anélises preditivas in silico de variantes novas

Adotou-se a recomendacdo do American College of Medical Genetics and
Genomics da Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) (RICHARDS et al,
2015) para a classificacdo da variante de acordo com sua patogenicidade. A andlise
preditiva de variantes novas foi realizada utilizando os softwares de livre acesso:
PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php); SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant)

(http://sift-dna.orq); PolyPhen-2 (Polymorphism Phenotyping)

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/); Align GVGD (http://agvgd.hci.utah.edu/); MutPred-2

(http://mutpred.mutdb.orq).

4.5.1 PROVEAN

PROVEAN é uma ferramenta que prevé o impacto da atividade proteica
decorrente da substituicdo de aminoacidos ou de indels (insercdes/delecBes). Classifica a
alteragdo na proteina como ‘“neutra” ou “deletéria”, apresenta limiar de -2.5.
ModificagcBes com score >-2.5 sdo consideradas neutras, enquanto <-2.5 como deletérias
(CHOI; CHAN, 2015).
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452 SIFT

O SIFT é um programa que busca prever modificacGes na atividade proteica
devido a substituices de aminoacidos e como provavelmente afetard o fendtipo
investigado, possui precisdo de 60% em suas predi¢des. O programa utiliza algoritmos
para prever o comprometimento da proteina, considerando o local e o tipo da troca de
aminoacidos. Alteracbes em regides mais conservadas na proteina, tendem a ser
classificadas como deletérias (SIM et al., 2012). O score classifica as variantes em

tolerantes (>0,05) ou intolerante/deletérias (<0,05).

4.5.3 PolyPhen-2
O score do PolyPhen-2 avalia o impacto na troca de aminoacidos predizendo a

alteracdo da funcdo e estrutura da proteina. Tem precisdo de 81% (ADZHUBEI et al.,
2010). O PolyPhen-2 possui um score variando de 0.0 a 1.0, sendo classificadas as
substituicdes em:

e 0.0a0.15 - benignas

e 0.15a1.0 > possivelmente deletérias.

e 0,85 a 1.0 > possuem uma maior probabilidade de serem deletérias ou

provavelmente deletérias.

4.5.4 Mutation Taster

O Mutation Taster difere dos demais porque inclui em seu banco de dados, SNPs
(do inglés, Single nucleotide polymorphisms) publicamente disponiveis e
insercBes/delecdes do projeto 1000 Genomas, assim como variantes patogénicas descritas
nos bancos de dados “ClinVar” ¢ “HGMD”. Possui score que varia entre 0.0 e 215, quanto
mais proximo de 0.0 a variante é considerada neutra e quanto mais préxima de 215, mais
deletéria. Este software possui precisao de 86% (SCHWARZ et al., 2014).

4.5.5 Align GVGD

O Align GVGD investiga variantes de sentido trocado, associando aspectos fisico-
quimicos dos aminoacidos e alinhando varias sequéncias proteicas para avaliar o impacto
na atividade da proteina. A analise consiste em um espectro gerado dentro dos valores de
GD: Graham Difference e GV: Graham Variant, o qual classifica a substituicdo como

deletéria ou neutra. A analise cruzada entre GD e GV resulta em classificadores de CO
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(neutra) a C65 (mais deletéria) (MATHE et al., 2006; TAVTIGIAN, 2005), como

observado na Figura 6.
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Figura 6 — Representacdo grafica do risco estimado de variantes genéticas conforme o
software Align GV GD. Eixo x= indice GV; eixo y= indice GD; C0 a C65 representando as
classes em que cada variante € classificada.

4.5.6 MutPred?2

Mutpred2 é um software que integra informacdes genéticas e moleculares para
inferir a probabilidade de patogenicidade nas trocas de aminoacidos. Associa-se ao
HGMD, SwissVar e dbSNP para elencar uma lista prévia de variantes e seus impactos
sobre a proteina. Possui score de 0.0 a 1.0, sendo considerada substitui¢do patogénica

guanto mais proximo a 1.0 e benigna mais proxima a 0.0 (PEJAVER et al., 2020).

4.6 Anélise de conservacéao
A andlise dos sitios de conservacdo dos aminoacidos alterados da proteina IRF6
humana foi realizada utilizando 0 programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), com informagbes obtidas no banco de

sequéncias UniProt (http://www.uniprot.org).
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4.7 Anélises estatisticas

Os dados sociodemograficos, clinicos e familiais extraidos da BBAC, assim como
os dados genéticos obtidos durante os experimentos, foram tabulados utilizando planilha
Excel e analisados com o auxilio do software Epi info™. Inicialmente, foi realizada
analise descritiva composta por dados sociodemograficos, caracteristicas clinicas e
genéticas.

Tomando por base a maior probabilidade de identificacdo de variantes patogénicas
no gene IRF6 em familias com mdltiplos afetados, a amostra foi subdividida para verificar
0 comportamento das variaveis sexo, procedéncia, classificacdo e lateralidade das
FOTNS, e ocorréncia de consanguinidade parental nos grupos FOTNS familial e FOTNS
esporadica.

Para analisar varidveis categoricas, foram empregados o Teste Exato de Fisher (F)
para variaveis binarias, em tabelas de contingéncia 2x2, e o Teste do Qui-quadrado (y?)
para variaveis ndo binarias, em tabelas maiores que 2x2, adotando-se nivel de

significancia de 5% (p<0,05) e intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

No periodo de agosto/2009 a agosto/2021, 375 familias foram atendidas no
ambulatorio de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL com, pelo menos, um
individuo afetado por fenda orofacial. Entre estes, 19 (5%) apresentavam FOA e 356
(95%) FOT.

Entre os casos de FOT, 255 (71,6%) foram classificados como nédo sindrémicos
(FOTNS) e 101 (28,4%) como sindromicos (FOTS), tendo um (0,3%) destes o
diagnostico clinico de Sindrome de Van der Woude (SVW). Excluidos os casos de FOA
e demais casos sindrémicos, a amostra final foi composta por 256 participantes (255 com
FOTNS e um com SVW).

5.1 Epidemiologia descritiva das FOTNS

Entre os 255 casos de FOTNS, a FLP foi mais frequente (128; 51,0%), seguida
por FL (62; 24,7%) e FP (61; 24,3%). Somadas as as FLP com as FL, observou-se
predominio unilateral (141;74,2%) e preferéncia pelo lado esquerdo da face (97; 51,0%).

Quatro pacientes eram filhos adotivos, sendo a historia familial conhecida nos
demais 251 casos. Deste total, 154 (61,3%) eram casos esporadicos e 97 (38,7%)
familiais. Na maioria das familias, coexistiam FL, FLP e FP (mixed clefts). O nimero de
afetados adicionais ao caso indice variou de um a seis, perfazendo um total de 164
individuos, com predominio de parentes pelo lado materno (86; 52,4%) e do sexo
bioldgico masculino (101; 63,9%). Em 69 (42,1%) familias, havia parentes de 1°, 2° ou
3° graus afetados, 11 (6,7%) das quais apresentavam transmissdao genitor(a)-filho(a)
(Tabela 1).

A distribuicdo dos casos familiais e esporadicos em relacdo as varidveis
sociodemograficas e clinicas € apresentada na Tabela 2. Ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre 0s grupos quanto aos aspectos sociodemogréaficos
(sexo, procedéncia e renda familial).

Em relagdo as caracteristicas clinicas, as FLP e FL predominaram no grupo
familial, respectivamente 57 (58,8%) e 26 (26,8%) casos, enquanto as FP, no grupo
esporadico (47; 30,5%) (p=0,014). Entre os casos com alteracdo labial (FL e FLP), o
acometimento, unilateral/bilateral, esquerdo/direito ndo diferiu entre 0s grupos
(p=0,221).
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Devido a baixa idade dos pacientes e eventual sub-registro da informacao, a
analise do desenvolvimento neuropsicomotor foi possivel em 127 participantes e da
inteligéncia em apenas 19. A comparacdo entre oS grupos nao mostrou diferencas
estatisticamente significativas entre casos familiais e esporadicos quanto a ocorréncia de
ADNPM (atraso do desenvolvimento neuropsicomotor) (p=0,344) e deficiéncia
intelectual (p=0,165).

Por outro lado, houve diferencas entre os grupos quanto a ocorréncia de
consanguinidade parental que foi mais frequente no grupo familial (p=0,020) e de
gemelaridade, com todos os cinco pares de gémeos da amostra pertencendo ao grupo
familial (p=0,008). Destaca-se que entre estes, apenas um par foi concordante para o

fenotipo de fenda oral.
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Tabela 1- Caracteristicas dos casos familiais da amostra

Caracteristica analisada a partir do caso indice N %
Numero adicional de parentes afetados por familia (n=97)
1 56 57,7
2 24 24,7
3 12 12,6
4 2 2,0
5 2 2,0
6 1 1,0
Grau de parentesco (n=164)
1° grau (pais e irmé&os) 19 11,6
2° grau (avés, meios-irmaos, tios (as)) 20 12,2
3° grau (primos de 1° grau, bisavds, meios-tios) 30 18,3
4° grau ou superior 95 57,9
Tipo de parentesco (n=164)
Genitores 11 6,7
Irm&os 4,9
Av0s 4 2,4
Tios 13 79
Primos de 1° grau 15 9,1
Outros 113 68,9
Lado do parentesco (n=164)
Materno 86 52,4
Paterno 62 37,8
Ambos 16 9,7
Sexo bioldgico dos parentes afetados (n=158) *
Masculino 101 63,9
Feminino 57 36,1

* Seis parentes remotos foram referidos como afetados, porém, sem sexo biol6gico identificado.
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Tabela 2- Distribuicdo das caracteristicas sociodemograficas e clinicas entre os grupos
familial e esporadico de FOTNS na amostra.

Variaveis Casos Casos p-valor IC
Familiais (n=97) Esporadicos (n=154)
N % N %
Sexo do propdsito 0,125 0,80-2,42
Masculino 59 60,8 81 52,6
Feminino 38 39,2 73 47,4
Procedente da capital 0,13  0,36-1,28
Sim 22 22,7 46 29,9
Né&o 75 77,3 108 70,1
Renda familiar < 2 salarios-minimos 0,07 0,87-2,59
Sim 54 55,7 70 45,5
Né&o 43 44,3 84 54,5
Classificacdo da FOTNS 0,014 -
FL 26 26,8 36 23,4
FLP 57 58,8 71 46,1
FP 14 14,4 47 30,5
Lateralidade da FL/FLP 0,221 -
Esquerda 37 44,6 60 56,1
Direita 20 24,1 24 22,4
Bilateral 26 31,3 23 21,5
Consanguinidade parental
Sim 14 14,4 9 58 0,020 1,03-7,41
Né&o 83 85,6 145 94,2
Gemelaridade
Sim 5 5,2 0 0 0,008 1,49-indef.
Né&o 92 94,8 154 100
ADNPM*
Sim 11 22,4 14 179 0,344 0,28-2,04
Né&o 38 77,6 64 82,1
Deficiéncia intelectual* 0,165 0,01-2,52
Sim 4 50,0 2 18,2
Né&o 4 50,0 9 81,8

IC= intervalo de confianca; indef.= indeferido, quando n&o ha ocorréncia da variavel em um dos
grupos; FOTNS= fenda oral tipica ndo sindrdmica; ADNPM= atraso do desenvolvimento
neuropsicomotor. *A maioria dos pacientes ndo tinha idade apropriada para avaliacdo de ADNPM
(n=124) e deficiéncia intelectual (n=232). Houve uma perda de quatro pacientes no n total, isto
por serem filhos (a) adotivos, 0 “n” passou de 255 para 251.

5.2 Analise do gene IRF6

5.2.1 Gene IRF6 nos casos familiais de FOTNS

Entre os 97 casos de FOTNS familiais, 29 (29,9%) tinham material bioldgico
(sangue periférico ou DNA) armazenado e em condicdes de analise. Estes correspondem
a 27 familias, seis com transmissao genitor(a)-filho(a) (F-22, F-23, F-24, F-25, F-26 e F-
27), e trés com recorréncia entre irmaos (F-1, F-21 e F-25), a F-21 corresponde ao caso
gemelar. Em trés familias o parentesco mais proximo era de 2° grau (tio ou avo) (F-10,

F-11 e F-20), em sete o parentesco mais proximo era de 3°grau (bisavo, tio-av, prima de
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1°grau) (F-3, F-5, F-6, F-7, F-12, F-17, F-18) e em nove, havia parentes de 4° grau ou
superior (F-2, F-4, F-8, F-9, F-13, F-14, F-15, F-16 e F-19) (Figura 7).

F1 F2 @/ D | <> F3 ’
VVVVVVVV = % |:| O 6 % /Qz /
Atk 00 ¢ ﬁ®@;2
of a Dj

[

F-6

o100
O 070
bt bote B

5 0080 6
o B 070 40 070
T diro b & 508 %
0 m,ﬁD EEO o ﬁzo i
O 60 &0 000 10 OO
S
U ’ o

38



o-O—@&

) S
P >-OrO Ta
e ’

O+ OO OQ;D
=n

O]
D o B B
o O

V.
20

O

1-0) 00

>0 6

0o Do 0000 g
YRR oo Dﬁﬁm

F-24

[

0
e
on
.
¥

-
M%Eo

39



LEGENDA

ﬂ FL UNILATERAL ESQUERDA l] 0 FLP UNILATERAL ESQUERDA

E FL UNILATERAL DIREITA I:I 0 FLP UNILATERAL DIREITA

E FL BILATERAL [I:I (D EE;E(?[_;CI:;ZRALIDADFNF\O

HO fnamamaewssse m @ " Figura 7- Heredogramas dos 29 casos
HO vvien M @ ¢ roxiorsercmcana de FOTNS. F= familia; C= caso

Foi realizado o sequenciamento do exoma dos 6 casos com transmissao genitor(a)-
filho(a) em parceria com a Unicamp. Os resultados referentes ao gene IRF6 foram
inseridos nesta dissertacdo. Quanto aos 23 casos de FOTNS analisados no
LGMH/HUPAA-UFAL, até a presente data, foi possivel alcancar resultados satisfatorios
com o sequenciamento dos exons codificantes do gene IRF6 (exons 3 a 9) em 18 casos
indices correspondentes as familias F-1, F-2, F-3, F-4, F-5, F-7, F-8, F-10, F-11, F-14, F-
15, F-16, F-17, F-18, F-19 e F-20. Para 5 familias/5 casos estas analises ainda estdo em
andamento. O sequenciamento dos exons 1 e 2 apresentou resultados de baixa qualidade
na maioria dos casos, 0s experimentos para a amplificacao e sequenciamento dos mesmos
estdo em processo de repeticdo para futuras anélises (Quadro 3).

Foram identificadas doze variantes, sendo sete exdnicas e cinco intronicas (Tabela
4), todas ja registradas nas bases de dados HGMD, ClinVar Database, doSNP, Genome
Aggregation Database, 1000 Genomes Project, AbraOm.

Entre as variantes exonicas, trés estdo localizadas nos exons néo codificantes,
sendo duas no exon 1 e uma no exon 2, e quatro nos exons codificantes, sendo duas no
exon 5, ambas sindnimas, e duas no exon 7 (dominio de ligacdo a proteina), sendo uma
sinbnima e a outra missense. Todas as variantes foram classificadas como “benignas”,
com excecdo da ¢.759T>C (exon 7), classificada como “benigna” ou “provavelmente
benigna” (Tabela 4).

As cinco variantes intronicas sdo substitui¢cbes pontuais de nucleotideos e estdo
localizadas nos introns 1, 3, 6, 7 e 9. Duas foram classificadas como tendo “significado

clinico ndo reportado” e as outras trés classificadas como “benignas” (Tabela 4).
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Quadro 3- Resultados do sequenciamento do gene IRF6 nos casos de FOTNS estudados no LGHM/HUPAA/UFAL.:

Cadigo Cadigo Exons do gene IRF6
Individuo | Familia 1 2 3 4 5 6 7 8 9

c.-313T>A

C1 F-1 RI WT WT C.459G>T .667+27C>G WT WT WT
€.-338A>T

C2 F-1 WT RI WT WT WT WT WT WT WT

C3 F-2 WT c.-73T>C WT WT c.459G>T WT WT WT WT
c.-313T>A

C4 F-3 WT WT WT .459G>T C.667+27C>G WT WT WT
€.-338A>T
c.-313T>A

C5 F-4 WT WT WT .459G>T C.667+27C>G WT WT WT
€.-338A>T

C6 F-5 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT WT WT

€.1060+37C>T
C7 F-6 WT c.-75-4A>G WT WT RI €.667+27C>G c.820G>A WT WT
c.759T>C

Cs8 F-7 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT WT WT

C9 F-8 RI WT WT WT WT WT WT ¢.1450+68A>G WT

C10 F-9 WT RI WT WT c.459G>T WT c.820G>A RI WT

Ci11 F-10 WT c.-73T>C WT WT WT WT WT RI WT

C12 F11 RI RI €.175-5C>G WT €.390G>T €.667+27C>G | ¢.1060+37C>T WT WT

C13 F-12 RI WT WT WT RI WT WT WT WT

C14 F-13 RI RI €.175-5C>G WT RI WT ¢.1060+37C>T WT WT
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c.-313T>A

C15 F-14 c.-73T>C €.175-5C>G WT c.459G>T WT WT WT WT
€.-338A>T
c.-73T>C
C16 F-15 WT WT WT WT WT WT WT WT
C.-75-4A>G
c.-73T>C
C17 F-16 RI €.175-5C>G WT c.459G>T €.667+27C>G WT WT WT
c.-75-4A>G
c.-313T>A c.-73T>C
C18 F-17 €.175-5C>G WT c.459G>T €.667+27C>G WT WT WT
€.-338A>T c.-75-4A>G
c.-73T>C
C19 F-18 RI €.175-5C>G WT c.459G>T C.667+27C>G WT WT WT
C.-75-4A>G
c.-73T>C
C20 F-19 RI €.175-5C>G WT c.459G>T WT WT WT WT
C.-715-4A>G
c21 F-20 RI C.-75-4A>G WT WT c.459G>T WT €.1060+37C>T WT WT
c.-73T>C ¢.390G>T
C22 F-21 RI €.175-5C>G WT WT ¢.1060+37C>T WT WT
C.-75-4A>G c.459G>T
c.-73T>C
C23 F-21 RI ¢.175-5C>G WT RI €.667+27C>G | ¢.1060+37C>T WT WT
C.-75-4A>G

RI: resultados insatisfatorios; WT: wildtype (sequéncia selvagem). Bases de dados utilizadas para pesquisa das variantes: ClinVar Database, doSNP,
1000 Genomes Project, AbraOm e HGMD.
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Tabela 3- Descric¢do das variantes identificadas nos casos de FOTNS.

Variante ;Et):g:: Localizagcéo no c.DNA Alteragéo proteica Classificagao da Variante ( Casongggal(J:ngioas /ngirsr]gzgl?sados)
rs12403006 Exon 1 C.-338A>T ] Benigna 5/13
rs34743335 Exon 1 C.-313T>A ] Benigna 5/13
152235377 Intron 1 C.-75-4A>G ] Benigna 9/18

rs861019  Exon 2 C.-73T>C ] Benigna 12/18

rs7552506  Intron 3 ¢.175-5C>G ] Benigna 9/23
rs34907424 Exon 5 c.390G>T p.Gly130= Benigna 2/19

12013162 Exon 5 C.459G>T p.Ser153= Benigna 12119

152235375 Intron6  c.667+27C>G - Benigna 9/22
rs41303263 Exon 7 c.759T>C 0.Tyr253= Benigna/Provavelmente benigna 1/23

rs2235371 Exon 7 C.820G>A p.Val274lle Benigna 2123

rs2235373 Intron 7 c.1060+37C>T i Significado clinico ndo reportado 6/23

Significado clinico néo reportado 1/21

rs145873101 Intron 9 €.1450+68A>G -
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5.3 O gene IRF6 na Sindrome de Van der Woude

Além dos 29 casos de FOTNS, estava disponivel o material bioldgico do Unico
caso de SVW perfazendo os 30 individuos da amostra selecionada para estudo molecular.
Neste, foi identificada a variante nova missense p.Phe266Ser. Os resultados da anélise
preditiva in silico, de conservacdo e a modelagem da proteina serdo apresentados sob a

forma de artigo no item 6.3.

6. DISCUSSAO

As FOT estdo entre as malformacdes humanas mais frequentes, ocorrem em todos
0s continentes com uma incidéncia tdo alta quanto um caso a cada dois minutos e meio,
os fenotipos compreendem as FLP, FL e FP (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2001). Predominantemente com etiologia multifatorial, essas malformag6es congénitas

representam um desafio tanto a pesquisa sobre etiologia quanto para o cuidado a saude.

6.1. Epidemiologia descritiva dos casos de FOTNS

Do ponto de vista epidemioldgico, dados oriundos de estudos europeus e norte-
americanos indicam que as FLP e FL sdo mais comuns no sexo masculino com proporgéo
2:1 e as FP no sexo feminino com proporcdo 2:1 (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al.,
2019). Em relacdo a topografia das FOTNS, as fendas unilaterais s&o mais comuns,
observadas em 75% dos casos. As que acometem o lado esquerdo da face sdo duas vezes
mais frequentes quando comparadas com as unilaterais direitas e com as bilaterais
(BEATY; MARAZITA; LESLIE, 2016; GUNDLACH; MAUS, 2006).

Na presente amostra, a ocorréncia de 71,6% de FOTNS foi compativel com o
esperado (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al., 2019). No grupo FOTNS, o sexo
masculino foi o mais afetado, houve predominio de FLP seguido por FL e FP, e
preferéncia de acometimento unilateral esquerdo, resultados concordantes com a
literatura (LESLIE et al., 2016; SALEEM et al., 2019).

Estes resultados indicam que a amostra € representativa da populacdo, embora
seja oriunda de um ambulatorio especializado em genética. Na maioria dos servicos de
genética, predominam casos de FOTS, o que introduzem vieses de selecéo, resultando em

predominio de FP e de fen6tipos mais graves, com a maior parte dos casos de ocorréncia
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esporadica. A representatividade da amostra desta pesquisa reflete o fato de que o
ambulatorio de genética craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL foi concebido e implantado
no bojo do Programa de Pesquisas para 0 SUS (PPSUS) como porta de entrada para a
atencgdo especializada a pessoas com fendas orais em Alagoas, independentemente do tipo
e da gravidade da malformacdo (MONLLEO et al., 2017).

Na populacdo em geral, 20% das FOTNS sdo familiais e 80% esporadicas
(MOSSEY; MODELL, 2012; SALEEM et al., 2019). Na presente amostra, 0S casos
familiais corresponderam a 38,6%, quase o dobro do esperado com base na literatura
(MOSSEY etal., 2012).

E possivel que a alta frequéncia de parentes afetados observada nesta casuistica
reflita a atencdo dada pelos especialistas em genética médica a coleta da historia familial
em todos o0s casos, 0 que incluiu o registro de no minimo trés geracgdes, ou seja parentes
do primeiro ao terceiro grau (Tabela 1).

Observou-se também o predominio de parentes com FLP, relacionados entre si
pelo lado materno do probando. Este resultado, além de refletir a maior prevaléncia de
FLP na amostra, pode estar relacionado aos diferentes limiares de susceptibilidade,
caracteristica tipica de fendtipos multifatoriais que, no caso das FLP e FL é mais alto no
sexo feminino (MOSSEY et al., 2009; SALEEM et al., 2019). Assim, infere-se que a
presenca de maior nimero de individuos masculinos com FLP aparentados pelo lado
materno seja um indicativo de maior contribuicdo do componente genético nestas
familias, o que poderia justificar a relagdo do tipo de FOTNS e o lado de parentesco.

A comparacao entre os grupos esporadico e familial de FOTNS revelou diferencas
estatisticamente significativas quanto a maior ocorréncia de FL com ou sem FP (FL/P)
(p=0,014), consanguinidade parental (p=0,02) e gemelaridade (p=0,008) no grupo
familial. Estes resultados também reforcam uma maior participagdo do componente
genético no fendtipo multifatorial nessas circunstancias.

A consanguinidade parental é um fator de risco conhecido em disturbios genéticos
autossdOmicos por aumentar a probabilidade de homozigose de alelos recessivos
associados a estas doengas. No entanto, a FOTNS € uma condicdo multifatorial e a
literatura apresenta resultados divergentes quanto a associacdo de consanguinidade com
o desenvolvimento do fenotipo. Sabe-se que mesmo em popula¢@es com altas taxas de
casamento consanguineo, a frequéncia de FOTNS é similar ou consideravelmente mais
baixa do que em outras populaces (SABBAGH et al., 2014). Em contrapartida, Silva et

al., (2019), em estudo desenvolvido no sudeste brasileiro, apontaram a consanguinidade
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como fator de risco para FOTNS, ressaltando a heterogeneidade das taxas de
consanguinidade entre as regides do pais, sendo o nordeste a regido com maior
prevaléncia de casamentos consanguineos. Nesta casuistica, a frequéncia de
consanguinidade parental foi alta (9,2%), sendo predominante nos casos familiais, o que
corrobora o achado de Silva et al., 2019.

Todos os cinco pares de gémeos desta casuistica estavam no grupo familial.
Embora ndo tenham sido realizados estudos moleculares para averiguar a zigosidade,
quatro foram concordantes quanto ao sexo e apenas um par foi concordante quanto ao
tipo de FOTNS.

Alguns estudos tém levantado hipoteses para explicar a discordancia fenotipica
das FOTNS em gémeos monozigoticos. Young e Slifer (2021) estudaram gémeos
monozigoticos discordantes e sugeriram que diferentes padrGes de metilacdo do DNA
observados nos gémeos monozigoéticos podem estar envolvidos no aparecimento de
FOTNS. A metilacdo do DNA se relaciona diretamente com fatores ambientais como a
alimentacdo. Um exemplo classico é a ingestdo materna de &cido folico durante a
gravidez, a qual fornece um grupo metil favorecendo os processos de metilacéo, sendo
comprovadamente fator protetivo para FOTNS (BUTALI et al., 2013).

6.2. Implicacdo do gene IRF6 nos casos familiais de FOTNS

Dentre os 97 casos familiais de FOTNS atendidos no ambulatério de genética
craniofacial do SGC/HUPAA-UFAL no periodo agosto/2009 a agosto/2021, apenas 29
puderam ser investigados geneticamente. Esta perda de casuistica foi devida, por um lado,
a discrepancia entre 0 ano de inicio da BBAC (2008) e do biorrepositorio (2012) e, por
outro, a priorizacdo inicial do grupo de pesquisa para estudos com FOTS. Outros motivos
que contribuiram para a perda de casos elegiveis para este estudo foram a concentracéo e
volume de DNA insuficientes para investigacdo molecular, contaminacdo do material e
impossibilidade de recoleta, esta Ultima intensificada pelas restricdes sanitarias
relacionadas a pandemia da COVID-19.

Apesar destas perdas, destaca-se que a amostra corresponde a um ter¢o dos casos
familiais e representa 27 familias. A compreensdo da etiologia das FOTNS é assunto
frequente nas pesquisas desenvolvidas ao redor do mundo. Atualmente, inlmeros genes
tém sido associados a esta condicdo, entre os quais esta 0 IRF6 (BEATY; MARAZITA,
LESLIE, 2016; SALEEM et al., 2019; VIEIRA et al., 2007).
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De acordo com o HGMD versdo professional 2021.4, até 14/08/2022, 369
variantes foram identificadas no gene IRF6 (NM_006147.4). Vérias destas correspondem
a SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) que ndo sdo causativas, porém conferem maior
suscetibilidade as FOTNS. Entre as variantes causativas, destacam-se aquelas
relacionadas ao fenétipo da SVW.

Esta sindrome, de heranca autossdbmica dominante, € um bom exemplo de FOTS
que pode ser subdiagnosticada devido a sua grande variabilidade fenotipica. Desmyter et
al., (2010) reclassificaram 3% de 95 pacientes com FOTNS para SVW apds a
identificacdo de variantes causativas no gene IRF6. Um dos pacientes tinha um diminuto
orificio mediano na mucosa do labio inferior que apenas foi identificado apds reexame
clinico motivado pelo resultado da analise molecular. Com base nesse resultado, os
autores sugerem que o IRF6 seja rastreado em todas as familias com FOTNS de
transmissdo autossébmica dominante ou sempre que exista duvidas a respeito da
integridade dos labios de um paciente.

Até o momento, nenhuma das 27 familias com FOTNS estudadas apresentou
variantes patogénicas no gene IRF6. A analise deste gene estd completa em apenas 4
familias com FOTNS e nas seis com transmissdo genitor(a)-filho(a), situacdo sugestiva
de padrdo autossdbmico dominante. A auséncia de variantes patogénicas nestas familias,
pode ser devida ao pequeno numero de casos, mas também pode refletir a consisténcia do
exame clinico-dismorfol6gico realizado no ambulatério de genética craniofacial do
SGC/HUPAA-UFAL pelo qual ndo havia suspeita clinica de SVW nesses participantes.
ConclusGes sobre a auséncia de variantes patogénicas nas demais 14 familias ndo serdo
possiveis até que o sequenciamento completo do gene IRF6 esteja finalizado.

Todas as variantes identificadas até 0 momento estdo catalogadas na base ClinVar,
uma classificada como benigna ou provavelmente benigna, trés sem significado clinico e
nove benignas. Os critérios para esta classificacdo seguem os parametros do ACMG/AMP
e ClinGen. Séo ditas variantes “benignas” 0s polimorfismos comuns na populagéo, com
frequéncia >1%, enquanto as “sem significado clinico” sdo aquelas que ainda nao

possuem elucidacédo sobre o real impacto na proteina.
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6.3 Artigo: Descricdo de uma variante patogénica nova no gene IRF6 em um caso de

Sindrome de Van der Woude.

Neste capitulo sera apresentada a integra do artigo em elaboragéo a ser submetido
a revista The Cleft Palate-Craniofacial Journal (Qualis Capes 2013-2016: B3 para area
de Medicina I e I, Qualis Capes unificado: A4. Fator de Impacto/JCR: 1.915).
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Resumo

O objetivo deste relato é descrever e analisar a patogenicidade da variante nova
p.Phe266Ser identificada no gene IRF6 em um caso esporadico de Sindrome de Van der
Woude. A criangca apresenta fenotipo classico com fenda labiopalatina bilateral e
elevacdes paramedianas no labio inferior. A variante ¢.797T>C (TTT/TCT) foi
identificada no exon 7, em heterozigose, através de sequenciamento de Sanger.
Considerando a analise de conservacdo, a modelagem da proteina e a pontuacdo de
patogenicidade obtida nas anélises in silico, sugere-se que a alteracéo € patogénica. Este
relato contribui para ampliar o conhecimento sobre a participacdo do gene IRF6 na

etiologia das malformaces orofaciais.

Palavras-chave: Fissura de labio, Fissura de labio e palato, Fissura de palato, Sindrome
de Van der Woude, gene IRF6.
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Introducéo

A Sindrome de Van der Woude (SVW; OMIM #119300) é uma doenca genetica
rara com incidéncia mundial entre 1:35.000 a 1:100.000 nascidos vivos e apresenta clinica
altamente variavel (LESLIE et al., 2015).

AlteracGes como pits/fossetas/depressdes ou elevacbes paramedianas no labio
inferior representam uma caracteristica distintiva para o diagnostico clinico. Essas
alteragdes sdo as Unicas caracteristicas da sindrome em 44% dos casos, todavia 15% dos
casos nado as apresentam e cerca de 20% dos casos sao assintomaticos (BURDICK, 1986;
VELAZQUEZ-ARAGON et al., 2021).

Em 26% dos pacientes ocorre algum tipo de fenda oral aberta, seja fenda do labio
(FL), fenda do palato (FP) ou de ambos (FLP). Podem tambem ocorrer subfenétipos de
fenda oral como anormalidades do musculo orbicular oris, fenda submucosa do palato,
Gvula bifida, anquiloglossia. Desse ponto de vista, afirma-se que até 2% dos pacientes
com fenda oral aberta tém diagnostico de SVW, o que faz desta condicéo clinica a causa
mais comum de fenda oral sindrémica (ALLAM; HAREDY, 2021; NOPOULOS et al.,
2007; SCHUTTE et al., 2022). Outras caracteristicas relacionadas a SVW sé&o hipodontia
e anormalidades das glandulas exdcrinas (salivares e pancreéatica) (ALLAM; HAREDY,
2021; NOPOULOS et al., 2007; SCHUTTE et al., 2022).

A SVW apresenta padrdo de heranga monogénica autossdbmica dominante, com
penetrancia estimada de 92% (BURDICK et al., 1985). Na maioria dos casos, alteragdes
patogénicas foram identificadas em uma regido critica do cromossomo 1 onde estdo
localizados os genes IRF6 (1932.2-g41) e GRHL3 (1p36.11) (LESLIE et al., 2016a), os
quais sdo responsaveis por 70% e 5% dos casos, respectivamente. Os 25% restantes estdo
relacionados com alteracbes patogénicas em outros genes ou ndo tém etiologia
reconhecida (PEYRARD-JANVID et al., 2014).

De acordo com o The Human Gene Mutation Database (HGMD) verséo
professional 2021.4, até 14/08/2022, 369 variantes foram identificadas no gene IRF6
(fator regulatorio do interferon 6) (NM_006147.4). Entre estas, 235 foram associadas com
o fendtipo de SVW, compreendendo variantes do tipo missense, nonsense, frameshift,
sitio de splice, insercdes/delecdes (indels) e microdelegbes cuja distribuicdo ndo é
aleatdria ao longo dos exons (ALADE et al., 2020; FERREIRA DE LIMA et al., 2009;
LESLIE et al., 2013, 2016).
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Neste artigo, descreve-se uma variante nova missense localizada no exon 7 do
gene IRF6 e analisa-se sua patogenicidade em uma crian¢a com fenotipo classico de
SVW.

Relato do caso

Crianca de sexo bioldgico feminino, referenciada ao ambulatério de genética
craniofacial do Hospital Universitario da Universidade Federal de Alagoas
(AGC/HUPAA-UFAL) para avaliacdo diagndstica. E a unica filha de casal ndo
consanguineo, tem uma meia-irma higida pelo lado paterno (Figura 1A, 1V-2) e um meio-
irmao higido pelo lado materno (Figura 1A, 1V-4). Ha relato de um parente de 5°grau
pelo lado paterno com FLP (Figura 1A, I1-1), ndo acessivel para avaliacdo genético-
clinica. A menina é produto de gestacdo esponténea, ndo-gemelar, sem intercorréncias,
mée com 31 e pai com 36 anos de idade no momento da concepc¢do. Nascida a termo,
com peso 2.764g (p3-p15); comprimento 48,5 cm (p<3) e perimetro cefalico 34 cm (p50),
evoluiu com succdo débil no periodo neonatal.

Ao exame fisico, aos 4 meses de vida, apresentou peso 6.750g (p50-p85),
comprimento 63 cm (p50-p85) e perimetro cefalico 42 cm (p85), assimetria craniana sem
sinostose, pregas epicanticas, fenda de labio e palato bilateral completa, elevacdes
paramedianas no labio inferior (Figura 1B), pregas palmares variantes, sinéquia dos
pequenos labios, desenvolvimento neuropsicomotor adequado para a idade.

Estabelecido o diagndstico clinico de SVW, a mée foi examinada e ndo apresentou
indicios clinicos da sindrome, o pai ndo estava presente na consulta e foi referido como
ndo afetado. A crianca foi encaminhada para a realizagdo do procedimento cirdrgico em
um centro de referéncia para tratamento de anomalias craniofaciais, tendo realizado
queiloplastia e palatoplastia parcial, respectivamente, aos 9 e 12 meses de vida (Figura
1C).
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Figura 1. A= Heredograma do caso de SVW (individuo IV-3); individuo I1-1: FLP sem lateralidade
especificada. B= crianga aos quatro meses de idade com fenda de labio e palato bilateral completa
e elevagdes paramedianas no labio inferior. C= crianga aos 19 meses, evidenciando queiloplastia e
elevacgOes paramedianas no labio inferior.

O DNA gendmico foi obtido a partir de sangue total periférico pelo método fenol-
cloroférmio (DE-ARAUJO et al., 1996). O gene IRF6 foi analisado por sequenciamento
de Sanger, conforme Fabbri et al., (2013), utilizando o analisador genético ABI 3500
(Applied Biosystems®).

Os eletroferogramas obtidos foram comparados com a sequéncia de referéncia
ENSG00000117595 (http.//www.ensembl.org). A analise da segregacao das variantes
identificadas foi realizada nas amostras parentais. Os dados moleculares estdo

sintetizados no Quadro 1.
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Quadro 1- Variantes encontradas no caso de SVW e genitores.

Variante

rs12403006

rs34743335

rs2235377

rs2013162

rs2235375

rs2235371

rs2235373

Exon/
Intron

Exon 1

Exon 1

Intron 1

Exon 5

Intron 6

Exon 7

Exon 7

Intron 7

Localizacdo

c.-338A>T

c.-313T>A

C.-75-4A>G

c.459G>T

€.667+27C>G

c.797T>C

c.820G>A

€.1060+37G>
A

Alteracéo
proteica

p.Serl53=

p.Phe266Ser

p.Val274lle

Classificaca
o Clinvar

Benigna

Benigna

Benigna

Benigna

Benigna

Benigna

Sem
significado
clinico

Caso
indice

WT/WT

WT/WT

WT/WT

c.459G>T/
WT

€.667+27C
>G/

€.667+27C
>G

c.797T>C/
WT

c.820G>A/
WT

€.1060+37
G>A/WT

Segregacao

Genitor

WT/WT

WT/WT

WT/WT

c.459G>T
IWT

c.667+27
C>G/WT

WT/WT

WT/WT

€.1060+3
71G>A
IWT

Genitora

.-338A>T/
WT

c.-313T>A/
WT

C.-75-A>G/
WT

WT/WT

c.667+27C
>G/WT

WT/WT

c.820G>A/
WT

WT/WT

WT: wildtype (sequéncia selvagem). Bases de dados utilizadas para pesquisa das
variantes: ClinVar Database, dbSNP, 1000 Genomes Project, AbraOm e HGMD.
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No trio foi realizado o sequenciamento completo com resultado satisfatério em
todos os exons. Nao foram observadas variantes nos exons 1, 3, 4, 8 e 9 do caso indice,

nos exons 1,2, 3, 4, 8 e 9 do pai, e nos exons 3, 4, 8 e 9 da mae.

As variantes ja descritas na literatura: ¢.459G>T, ¢.1060+37G>A, ¢.820G>A
foram identificadas em heterozigose no caso indice; e a ¢.667+27C>G foi identificada em
homozigose. A ¢.820G>A apresentou heranga materna e as variantes ¢.1060+37G>A e
€.459G>T de origem paterna. Enquanto a ¢.667+27C>G apresentou herdabilidade pelo
lado materno e paterno. As variantes c.-338A>T, c.-313T>A e c.-75-4A>G foram
observadas em heterozigose apenas na genitora. Todas estas foram classificadas como

benignas, com excecdo da ¢.1060+37G>A que ndo possui significado clinico.

A nova variante missense p.Phe266Ser foi identificada em heterozigose
(TTT/TCT) no exon 7 do gene IRF6 da crianca (Figura 3A) e sua segregacao nao foi
confirmada nos genitores sendo portanto classificada como variante de novo. Esta
variante nédo esta registrada nas bases de dados HGMD
(http://www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php), AbraOm (ABraOM: Brazilian genomic

variants (usp.br)), 1000 Genomes Project (http://www.internationalgenome. org/),

Genome Aggregation Database (gnomAD) (http://gnomad.broadinstitute.org/), dbSNP
(Home - SNP - NCBI (nih.gov) e Clinvar Database (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/).

A andlise preditiva de patogenicidade da variante nova p.Phe266Ser foi realizada
utilizando algoritmos dos programas PROVEAN (http://provean.jcvi.org/index.php);
SIFT  (Sorting Intolerant From Tolerant) (http://sift-dna.org); PolyPhen-2
(Polymorphism Phenotyping) (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/); Mutation Taster
(http://www.mutationtaster.org/); Align GVGD (http://agvgd.hci.utah.edu/); MutPred-2

(http://mutpred.mutdb.org). Todos os resultados foram congruentes quanto ao seu efeito
deletério (Quadro 2).

A analise de conservacdo do aminoacido alterados na proteina IRF6 humana foi

realizada utilizando 0 programa Clustal Omega

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), com informagbes obtidas no banco de

sequéncias UniProt (http://www.uniprot.org).
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Quadro 2- Parametros para classificacdo da patogenicidade da variante nova conforme

programas preditivos utilizados.

p.Phe266Ser Classificacao/Score

Programas Resultado Deletéria Neutra
PROVEAN -4.324 <-2.5 >-2.5
SIFT 0,01 <0,05 >0,05
PolyPhen-2 1.0 1.0 0.0
Mutation Taster 155 215 0.0
Align GVGD C65 C65 Co
MutPred2 0.582 1.0 0.0

Quadro 3- Parte da proteina IRF6 gerada pelo programa Clustal Omega. O aminoéacido

destacado em vermelho é a fenilalanina na posicdo 266.

Espécies

Homo sapiens
Pan troglodytes
Macaca mulatta

Equus ferus caballus
Felis silvestris catus
Bos taurus
Sus scrofa
Mus musculus
Rattus norvegicus

Homologia

Cddigo
UniProtKB
014896

AOA2I3TSL3

F7HP73

AOA3Q2HQB9
M3WMO06

Q08DD6

E9LK28

P97431

D4AAVO

Tamanho
proteina
467
467
467
467
480
467
467
467
467

Sequéncia de aminoacidos

PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF
PMPDQEELFGPVSLLEQVKF

R e i i i S S i e S i

*refere-se a concordancia de homologia entre as sequéncias.

A pontuacdo de patogenicidade decorrente da analise preditiva e de conservagédo

dos programas citados previu que a alteracdo p.Phe266Ser é causativa para o fenotipo de

SVW nesta paciente.

Para compreender os impactos moleculares causados pela variante p.Phe266Ser

na proteina IRF6, foram utilizados os programas de modelagem Swiss-model
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(swissmodel.expasy.org) e PyMOL (https://www.pymol.org). O modelo utilizado foi da
proteina IRF5 (codigo de acesso: 3DSH_A). O residuo Phe58 da IRF5 foi escolhido por
apresentar 100% de identidade com o residuo Phe266 da IRF6 (Figura 3B).

As estruturas moleculares dos aminoécidos fenilalanina e serina estdo
apresentadas na Figura 3C. A substituicdo da Phe58 por Ser58 modifica as interacdes
bioquimicas periféricas a 4 angstrom (A) no interior da proteina e cria uma ligacdo de
hidrogénio com a GIn54. As interagdes com os aminoacidos Arg42, Alas0, Leu57, Gly59,
GIn54 e Val55 foram mantidas, foi estabelecida uma nova interagdo com a Thr51, e as
interacdes com os aminoacidos Arg92, Val224, Asp9l, Leu48, Glu49 foram perdidas
(Figura 3D).

OH
NH,

Fenilalanina

HO

NH,

Serina

OH

Figura 2- A—Parte de um eletroferograma gerado pelo programa Chromas, indicando a heterozigosidade (T/C). G
(preto) = guanina; C (azul) = citosina; T (vermelha) = timina; A (verde) = adenina. B- Modelagem do residuo IRF5
utilizado como modelo homologo. Regides destacadas em verde= al¢as de ligacdo; vermelho= alfa-hélice; amarelo=
folhas-beta. Em destaque o alelo selvagem Phe58 (em azul). C- llustracdo das estruturas quimicas dos aminoacidos
fenilalanina e serina. Fonte: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ (2022). D— Substituicdo de uma fenilalanina
(destague em azul) por uma serina (destaque em laranja) e suas respectivas interagdes. As linhas pontilhadas em
amarelo representam as ligagOes de hidrogénio com o residuo GIn54. Em verde= alcas de liga¢do; vermelho= alfa-
hélice.
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Discusséo

Embora o gene IRF6 seja bem estudado, suas funcdes durante a embriogénese e
vida pos-natal ainda ndo sdo completamente compreendidas. Como outros interferons, o
IRF6 tem importante funcdo na regulacédo da resposta imune, mas estudos de expressao
indicam que este é o Unico com funcdo na diferenciacdo de células ectodérmicas e no
desenvolvimento craniofacial, com participacdo em diferentes vias de sinalizagdo com
outros genes associados a diferenciacdo da epiderme e do proprio desenvolvimento da
face. Além disso, estudos sugerem uma possivel atuagdo como gene supressor tumoral
(ALADE et al., 2020; METWALLI etal., 2018; STARINK et al., 2017).

O gene IRF6 (ENST00000117595) é composto por 9 exons sendo que 0s exons 1,
2 e a regidao terminal do exon 9 ndo sdo codificantes, mas importantes para o
reconhecimento dos mecanismos genéticos que participam na codificacdo da proteina
(ENSEMBL, 2022; FERREIRA DE LIMA et al., 2009).

A proteina IRF6 contém 467 aminoacidos (ENST00000367021.8), possui um
dominio N-terminal de ligacdo ao DNA altamente conservado, regido codificada pelos
exons 3 e 4, e um dominio C-terminal de ligacdo a proteinas menos conservado,
codificado pelos exons 7, 8 e 9. (BEZERRA et al., 2020; DESMYTER et al., 2010;
OMIM, 2022).

De fato, a proteina IRF6 (ENST00000367021.8) ¢ uma provavel ativadora
transcricional de ligacdo ao DNA. Tem papel determinante no desenvolvimento da
epiderme, controlando a proliferacdo-diferenciacdo de queratinécitos e regulando a
proliferacdo epitelial mamaria. Sua deficiéncia leva a malformacBes de estruturas
craniofaciais e de membros, anormalidades de pele, dentarias, das glandulas salivares e
de outras glandulas exdcrinas (ALADE et al., 2020; BEZERRA et al., 2020; DESMYTER
etal., 2010; STRING, 2022), estruturas essas derivadas do ectoderma.

Embora tenham sido descritos diversos tipos de variantes, as que causam
haploinsuficiéncia e resultam em truncamento da proteina sdo as mais frequentes
(PEYRARD-JANVID et al., 2014).

Em 70% dos casos, a SVW ¢é causada por variantes nos exons 3 e 4 ou nos exons
7, 8 e 9, com maior concentracdo no exon 4, sugerindo que este exon poderia ter uma
funcdo principal dentro do dominio de ligacdo ao DNA (FERREIRA DE LIMA et al.,
2009). Contudo, mais recentemente, estudos funcionais com embriGes de zebrafish

revelaram que apenas 15 entre 30 variantes missense se mostraram patogénicas. Dentre
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as 15, 11 destas estavam localizadas nos exons 7 a 9 (LESLIE et al, 2013; LESLIE 2016;
ALADE et al., 2020).

No presente caso a variante p.Phe266Ser também foi identificada no exon 7 do
gene IRF6, o que reforga que este seja um hot spot de variantes missense relacionadas ao
fendtipo da SVW. Como esta substituicdo ndo foi encontrada nas bases de dados
consultadas e tampouco esta presente nos genitores, foi classificada como variante nova

de novo.

De acordo com o American College of Medical Genetics and Genomics and the
Association for Molecular Pathology (ACMG/AMP) as variantes detectadas em
distdrbios que seguem padrdo de heranca mendeliano devem ser classificadas em
“patogénica”, ‘“provavelmente patogénica”, “significado incerto”, ‘“provavelmente
benigna” e “benigna”, considerando critérios de dados populacionais, computacionais,

funcionais e de segregacéo.

Nos casos de variantes missense, também € importante avaliar se a substituicdo
ocorreu em regides conservadas evolutivamente entre espécies e qual a consequéncia
bioguimica decorrente da troca do nucleotideo e do aminoécido pois podera alterar a
estrutura terciaria da proteina. Caso a variante ocorra em regido conservada, espera-se
danos mais graves a proteina (BETTS; RUSSELL, 2003). Estas inferéncias sdo
reforcadas com as analises de predicéo in silico e de modelagem (RICHARDS et al.,
2015).

A variante p.Phe266Ser foi classificada como patogénica segundo 0s programas
de predicdo PROVEAN, SIFT, PolyPhen-2, Mutation Taster, Align GVGD e MutPred-2
recomendados pelo ACMG/AMP (RICHARDS et al., 2015). Chama-se a atencdo para 0s
resultados obtidos nos programas PolyPhen-2 e Align GVGD, nos quais a variante
alcancou o score maximo de patogenicidade (Quadro 2).

A p.Phe266Ser esta localizada em uma regido altamente conservada entre as
espécies de mamiferos analisadas. Nestes casos, Betts e Russel (2003) apontam que ha
risco de danos mais graves a proteina IRF6 (Quadro 3). Quanto as caracteristicas
bioquimicas dos amino&cidos envolvidos, tem-se a fenilalanina como um aminoécido
aromatico altamente hidrofébico que proporciona maior estabilidade a molécula por

causa do compartilhamento uniforme de elétrons entre os atomos e baixa interagdo com
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outras moléculas. Por outro lado, a serina é altamente hidrofilica e possui em sua cadeia
lateral um grupo hidroxila (OH) (Figura 3C) bastante reativo com potencial de realizar
interacBes com outras moléculas o que pode diminuir a flexibilidade da regido (BETTS;
RUSSELL, 2003).

A proteina IRF5, utilizada como modelo homélogo a regido de interesse da
proteina IRF6, possui 14 alfa-hélices, 20 folhas-beta e 33 algas de ligacdo. A Phe58,
residuo correspondente a Phe266 na proteina IRF6, encontra-se no interior da proteina,
que juntamente com os aminoacidos Glu56, Val55 e Leu57 compdem a segunda alfa

hélice (https://www.pymol.org).

De acordo com a andlise de modelagem realizada no PyMOL, a nova variante
p.Phe266Ser causou uma alteracdo estrutural na segunda alfa-hélice da proteina,
estabelecendo uma nova ponte de hidrogénio com o aminoacido GIn54. Isto ocorreu
devido a presenca do grupo hidroxila (OH), altamente reativo, proveniente do aminoacido

serina.

Infere-se, portanto, que a substituicdo do aminoacido fenilalanina por serina
resultou em modificacbes na polaridade da proteina IRF6 e interagdo com outras
moléculas por promover o estabelecimento de novas ligacGes e a perda de interagdes com

aminoacidos periféricos.

Considerando os resultados das andlises preditivas in silico, de conservacao entre
espécies e de impacto bioquimico da substituicdo p.Phe266Ser, infere-se que esta
variante ocasiona mudangas prejudiciais na proteina IRF6 e, portanto, correlaciona-se
com fendtipo de SVW na crianca. A auséncia da variante nos genitores fenotipicamente
normais, reforca a hipdtese. Assim, a variante de novo p.Phe266Ser foi classificada como

patogénica.

A extensa variabilidade fenotipica, a penetrancia incompleta e a heterogeneidade
genética dificultam o diagnostico, o estabelecimento de correlagdes genotipo-fendtipo e
o aconselhamento genético na SVW. A descri¢do desta variante e a analise de seus efeitos

contribuem para superar as lacunas do conhecimento que persistem nessa area.
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7. CONCLUSOES

e Os dados epidemioldgicos sdo concordantes com o descrito na literatura;

e A alta frequéncia de casos familiais de FOTNS é um achado peculiar deste
trabalho, apresentando quase o dobro do descrito em literatura;

e Ate o momento nao foi observada nenhuma variante patogénica do gene IRF6 nos
casos familiais de FOTNS, mesmo naqueles com transmisséo genitor(a)-filho(a);

e A variante nova p.Phe266Ser, de novo, foi classificada como causativa no Gnico

caso de SVVW desta casuistica.
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8. LIMITACOES

Houve importante impacto sobre o tamanho da casuistica elegivel para anélise
molecular, uma vez que dos 97 casos familiais de FOTNS, foi possivel investigar 29
individuos.

Outra limitacdo importante foi a ndo conclusdo do sequenciamento de todos os
exons do IRF6 nos casos familiais. A obtencdo destes resultados podera alterar o atual

panorama molecular desta casuistica.
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FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA DO ESTADO DE SAO PAULO
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.099.363

Apresentagao do Projeto:

AEste projeto visa reconhecer caracteristicas da populacéo brasileira com anomalias craniofaciais (ACF) por
meio da coleta padronizada de informagdes sociodemograficas, clinicas e genéticas de individuos com ACF.
Este sera desenvolvido por meio de entrevista com pais (ou responsaveis) ou o préprio individuo com ACF
(pessoalmente ou por telefone), realizacdo de exames subsidiarios e testes genéticos para esclarecimento
diagnéstico individual, comparacdo entre resultados de exames anénimos para definicdo de caracteristicas
etiolégicas populacionais, registro do seguimento clinico padronizado, armazenamento de fotos, gravagdes
de audio e videos para o reconhecimento da histéria natural das diferentes condi¢ées clinicas com ACF. O
instrumento de coleta de dados on line (CranFlow) foi desenvolvido e implantado anteriormente por este
grupo de pesquisa; as informacdes sdo armazenadas em ambiente digital seguro. Havera armazenamento
de amostras em biorrepositério regulamentado ja existente. Como beneficio individual, este projeto podera
realizar testes genéticos ainda ndo disponiveis no servico em que o paciente é atendido, esclarecer o
diagnoéstico e permitir aconselhamento genético. Como beneficio coletivo, a caracterizacao de fatores de
risco populacionais para ACF especificas, o reconhecimento

Enderego: Av. Lourival Melo Mota, s/n - Campus A . C. Simdes,

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 57.072-900
UF: AL Municipio: MACEIO
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto: Base de Dados Brasileira de Anomalias Craniofaciais
Coordenadora: Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes
Local de execucao: Servico de Genética Clinica, Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes, Universidade
Federal de Alagoas (SGC-HUPAA/UFAL)

Responsavel Local: Profa Dra Isabella Lopes Monlled

Numero CAAE: 85020018.8.3015.5013

Nome do participante:

Vocé (ou a pessoa pela qual é responsavel) estd sendo convidado a participar como voluntario de
uma pesquisa. Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, visa assegurar seus
direitos como participante e é elaborado em duas vias, uma que devera ficar com vocé e outra com o
pesquisador.

Por favor, leia com atengdo e calma, aproveitando para esclarecer suas dividas. Se houver perguntas
antes ou mesmo depois de assiné-lo, vocé podera esclarecé-las com o pesquisador. Se preferir, pode levar este
Termo para casa e consultar seus familiares ou outras pessoas antes de decidir participar. Nao havera nenhum
tipo de penalizagdo ou prejuizo se vocé ndo aceitar participar ou retirar sua autorizagdo em qualquer momento.

Justificativa e objetivos:

As anomalias craniofaciais sdo alteracdes na cabeca (cranio) ou no rosto (face) que ja nascem com a
pessoa (congeénitas). Elas sdo de varios tipos e podem aparecer sozinhas ou junto com outras anomalias
congénitas, também na mesma regido ou em outras partes do corpo. Sabe-se que genética e ambiente
influenciam no aparecimento das anomalias craniofaciais, mas nao se conhecem todas as causas e maneiras
como isso acontece. O motivo de realizar esta pesquisa € aumentar o conhecimento sobre essas causas para
contribuir com a melhoria dos cuidados de satide e com a prevengdo de novos casos nas familias e na
populacdo. Para tanto, é necessario reunir informagdes médicas e realizar testes genéticos nas pessoas que
apresentam anomalias craniofaciais e em seus familiares. Os objetivos desta pesquisa sdo: registrar
informagdes socioecondmicas, médicas, familiais e genéticas de pessoas afetadas, na Base Brasileira de
Anomalias Craniofaciais, buscar causas e desenvolver propostas de educagdo para cuidados de saude e
prevencao de anomalias craniofaciais.

Procedimentos: Faz parte desta pesquisa: (1) Coleta de informagdes socioeconomicas, médicas e
familiais em consultas realizadas no ambulatério de genética craniofacial do Servigo de Genética Clinica do
Hospital Universitario Prof Alberto Antunes da Universidade Federal de Alagoas (SGC/HUPAA/UFAL).
Estas poderao ser complementadas, caso necessario, por entrevista telefonica e fotografias que serdo guardadas
na Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais (BBAC) em ambiente digital seguro. (2) Gravagdo de dudio e
(ou) video, quando necessario, que ficardo guardados com o pesquisador no local onde o atendimento foi
realizado. Estas sao realizadas rotineiramente para acompanhamento de tratamento de anomalias craniofaciais
e sdo parte de prontudrio médico, ndo sendo descartadas. De acordo com cada caso, € possivel que esta
documentagdo (ou parte dela) venha a ser anexado a BBAC, com o objetivo de registrar caracteristicas

especificas da histéria natural do quadro clinico. (3) Coleta de material bioldgico sendo sangue — de 04 a 08
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ml, saliva, urina e tecido (pele, mucosa, musculos), este ultimo resultante de cirurgia do participante e outros
membros da familia (pai, mae e — quando for o caso — outros familiares com problemas semelhantes ao do
participante). Essas amostras poderdo ser utilizadas em diversos exames genéticos. Cada procedimento sera
realizado de acordo com a necessidade de cada participante.

Desconfortos e riscos:

A participagdo nesse estudo pode gerar os seguintes desconfortos: (1) cansago devido a duragao da
consulta para preenchimento da Base Brasileira de Anomalias Craniofaciais que € de 40 a 50 minutos e (2)
timidez, vergonha ou estranheza para fornecer informagoes e realizar fotografias gravar dudio e (ou) video.
Para minimizar estes desconfortos, serdo tomadas medidas para que os procedimentos sejam realizados da
maneira mais 4gil possivel, em ambiente reservado. (3) Dor durante a coleta de sangue periférico e formagao
de manchas roxas na regido onde foi introduzida a agulha. Serd garantida coleta por profissional habilitado. (4)
A obtencao de outros tecidos serd vinculada ao procedimento cirtirgico de acordo com o plano de tratamento
do participante estabelecido pelo cirurgido assistente. Os desconfortos e riscos sdo relacionados ao tratamento
cirirgico e independem da utilizacdo desse pedago de pele em pesquisa. Nao ha risco previsivel adicional
relacionado ao procedimento cirirgico. Nao ha outros riscos previsiveis.

Beneficios:

O beneficio direto para o participante e sua familia podera incluir a realizagdo de testes que ainda
nao estdo disponiveis no SGC/HUPAA/UFAL e que podem esclarecer o diagnostico, a oportunidade de um
planejamento do tratamento baseado no diagnostico e, também, aconselhamento genético, quando for o desejo
da familia.

Acompanhamento de satde e aconselhamento genético:

A Dra Isabella Lopes Monlle6 e o Dr Marshall Italo Barros Fontes, ambos médicos geneticistas do
SGC/HUPAA/UFAL, realizardo o acompanhamento do participante e sua familia, informardo os resultados
dos exames genéticos e realizardo o aconselhamento genético, quando pertinente e de forma gratuita. Os dados
genéticos sdo confidenciais e ndo serdo repassados a terceiros como seguradoras, empregadores, supervisores
hierarquicos, entre outros. Os mecanismos de prote¢do dos dados genéticos incluem: 1) BBAC com sistema
fechado ao publico; 2) Acesso dos responséaveis pelo participante da pesquisa por meio de senha; 3) Registro
na BBAC com mecanismo eletrénico padrao de ndo identificagdo dos dados inseridos, inclusive fotos e
gravagdes; 4) amostras biologicas registradas em laboratério por meio de niimero nao diretamente relacionado
ao nome do participante (apenas os responsaveis pelo participante terdo acesso a identificagao). O participante
da pesquisa ou seus responsaveis tém o direito de retirar dados de qualquer natureza a qualquer momento,
tanto da BBAC quanto amostras biolégicas armazenadas. Entretanto, nesta situacdo, os médicos geneticistas
Dra Isabella Lopes Monlleé e Dr Marshall Italo Barros Fontes poderdo ndo ter condi¢des de concluir o
diagnostico ou realizar o aconselhamento genético.

Sigilo e privacidade:

O participante tem a garantia de que sua identidade serd mantida em sigilo e nenhuma informagao
sera dada a pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Podera ser necessario usar fotografias,
audios e videos do participante em reunides e (ou) publicagoes cientificas. O nome do participante ou qualquer
dado de identificagao (filiagao, local de atendimento, ou outras informagdes que permitam a identificagdo) nao
serdo citados na divulgacdo dos resultados da pesquisa. Entretanto, tratando-se de anomalia craniofacial rara,
pode existir a necessidade de divulgagdo da descri¢do ou exibi¢do de foto sem cobertura da face. Isto ocorrera
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com o objetivo de esclarecer a comunidade cientifica sobre determinado aspecto da anomalia craniofacial,
facilitando o diagndstico, acompanhamento clinico e tratamento de casos semelhantes.

Ressarcimento e Indenizacao:

Esta pesquisa nao preveé ressarcimento de despesas, pois todos os procedimentos serdo realizados no
mesmo dia, periodo e local de consultas do SGC/HUPAA/UFAL. Quando ocormrer a necessidade de
comparecimento fora da rotina, relacionado exclusivamente a este projeto e por solicitagdo do responsavel
pelo projeto, as despesas de transporte e alimentagdo serdo ressarcidas. O participante tera direito a
indenizagdo em caso de danos decorrentes do estudo.

Utilizacao do material biologico colhido:

As amostras terdo os seguintes destinos conforme necessidade diagnéstica do individuo e sua
familia: (1) Laboratério de Citogenética Humana da Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas
para realizagdo de exame de caridtipo, (2) Laboratério de Genética Molecular Humana do
SGC/HUPAA/UFAL para realizagdo de testes diagnosticos por meio de técnicas de biologia molecular, (3)
Laboratério de Citogenética Humana e Citogendmica do Departamento de Genética Médica da Faculdade de
Ciéncias Médicas da UNICAMP, instituicdo coordenadora desta pesquisa, para realizagdo de testes
diagnésticos com técnicas de citogenética molecular e citogendmica ndo disponiveis na UFAL e (4) para
outros laboratorios no Brasil para realizagao de exames diagnosticos relacionados aos objetivos desta pesquisa,
ndo disponiveis na UFAL e na UNICAMP. E possivel que, em beneficio do participante desta pesquisa,
havendo oportunidade de investigagdo laboratorial diagndstica de doenga rara em outro pais, uma amostra
biolégica seja enviada com este fim. Ndo hd como prever quem ou que exames serao necessarios, por isso
quando surgir e se surgir essa necessidade, os responsaveis pela pesquisa solicitardo apreciacao ética e apenas
remeterdo a amostra apos autorizagdo. O resultado do exame serd informado ao participante e (ou) seus
responsaveis.

Contato:

Em caso de duvidas sobre o estudo, vocé podera entrar em contato com Profa. Dra. Isabella Lopes
Monlled pelo telefone (82) 3202-3896 ou dirigir-se a0 HUPAA/UFAL, localizado na Avenida Lourival Melo
Mota, S/N, Tabuleiro do Martins, Maceio-AL. Em caso de dentincias ou reclamagdes sobre sua participagao e
sobre questdes éticas do estudo, vocé poder entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFAL,
pelo telefone: 3214-1041, e-mail-comitedeeticaufal@gmail.com ou pessoalmente no endereco Avenida
Lourival Melo Mota, prédio da Reitoria, Macei6-AL.

Consentimento livre e esclarecido:

Ap6s ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus objetivos, métodos, beneficios
previstos, potenciais riscos e o incomodo que esta possa acarretar, aceito participar. Estou ciente de que devo
manter meu enderego e telefones de contato sempre atualizados junto ao responsavel pela pesquisa e declaro
ter recebido uma via original deste documento assinada pelo pesquisador e por mim, tendo todas as folhas por
nods rubricadas.

Nome: Data: /]

(Assinatura do participante ou do seu responsavel legal)
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Guarda e utilizacao do material biologico em novas pesquisas:

Existe a possibilidade de guardar parte ndo utilizada das amostras bioldgicas em biorrepositorio
criado para este fim localizado no Laboratério de Citogenética Humana e Citogenomica do Departamento de
Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP. Estas amostras poderdo ser utilizadas em
outras pesquisas tanto no Brasil como no exterior. Nestes casos, novos projetos de pesquisa deverdo ter a
aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP), e, quando for o caso, da Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (CONEP). Em relagio a este item, eu:

[[] AUTORIZO o armazenamento do material biologico SENDO NECESSARIO meu
consentimento a cada nova pesquisa, que devera ser aprovada pelo CEP institucional e, se for o caso, pela
CONEP.

[[] NAO AUTORIZO o armazenamento do material biolégico, DEVENDO o mesmo SER
DESCARTADO ao final desta pesquisa.

Voceé pode retirar o consentimento da guarda e utilizagdo do material biologico a qualquer tempo e
sem quaisquer 6nus ou prejuizos.

Em caso de falecimento ou condi¢do incapacitante, os direitos sobre o material armazenado deverdo
ser dados a:

Disponibilizacao de informacdes em bases de dados cientificas nacionais e (ou) mundiais: Como

a maioria das anomalias craniofaciais sdo doengas raras, é importante comparar as caracteristicas clinicas e
genéticas de pessoas no Brasil e em outros paises. Para isso, ¢ necessario inserir informagdes médicas e
resultados de testes genéticos em bases de dados publicas nacionais e (ou) mundiais. No compartilhamento dos
dados é sempre assegurado que NAO havera qualquer identificagdo dos participantes, ou seja, ndo aparecerdo
informagdes como nome, sobrenome, filiagdo, enderego, numero de registro hospitalar, cartdo nacional de
satde ou qualquer outra que permita reconhecer o participante. Em relagao a este item, eu:

[] AUTORIZO a disponibilizagdo das informagdes médicas e resultados de testes genéticos em
bases de dados puiblicas.

[] NAO AUTORIZO a disponibilizagio das informagdes médicas e resultados de testes
genéticos em bases de dados publicas.

Responsabilidade do Pesquisador: Asseguro ter cumprido as exigéncias da resolugdo 466/2012
CNS/MS e complementares na elaboragdo do protocolo e na obtencao deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Asseguro, também, ter explicado e fornecido uma via deste documento ao participante. Informo
que o estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi apresentado e pela CONEP, quando
pertinente. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta pesquisa exclusivamente para as
finalidades previstas neste documento ou conforme o consentimento dado pelo participante.

Data: / /
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TERMO DE ASSENTIMENTO

Projeto: Base de Dados Brasileira de Anomalias Craniofaciais
Coordenadora: Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes
Local de execucao: Servico de Genética Clinica, Hospital Universitario Prof. Alberto Antunes, Universidade
Federal de Alagoas (SGC-HUPAA/UFAL)

Responsavel Local: Profa Dra Isabella Lopes Monlled

Niumero CAAE: 85020018.8.3015.5013

Nome do participante:

O que ¢é assentimento? E concordar em participar de uma pesquisa.

Que pesquisa? Juntar informagdes de pessoas parecidas com vocé e colocar no computador. Vocé participa se

quiser.

O que acontece? Vamos perguntar sobre vocé, sua saude, sua familia, tirar fotos e gravar vocé e sua voz.
Pode ser meio cansativo para seus pais responderem e parecer estranho filmar e fotografar vocé. Mas faremos
o possivel para ndo atrapalhar muito. Ndo contaremos a ninguém as respostas sobre vocé. As respostas ficardo
guardadas em um computador. Vamos coletar sangue, cuspe e xixi e guardar em um freezer especial, para
fazer exames. Vamos colher com muito cuidado, mas pode ficar roxo no local da picada da agulha. Se vocé for
fazer alguma cirurgia no rosto, nés também pediremos um pedago da pele que for retirada durante a operagao
para completar os seus exames. Inicialmente seus exames serdo realizados aqui em Alagoas, mas se for
necessario algum teste que nos ndo fazemos na UFAL, enviaremos uma parte do material que foi colhido
(sangue, cuspe, Xixi e pedago de pele) para o laboratério da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp)
para completar seus exames. O que sobrar desse seu material, vai ficar guardado 14 na Unicamp, em um local
chamado biorrepositério. Nos poderemos enviar uma parte desse seu material para algum outro laboratério do
Brasil ou do mundo que faga os exames que nds nao temos desde que estes exames sejam importantes para
descobrir seu diagnostico. Se isso acontecer, antes de enviar o seu material, nés vamos pedir autorizagao ao
comité de ética da UFAL e ao comité nacional.

Se participar, podera descobrir o que causou a alteragdo na sua face, isso pode ajudar no seu tratamento.
Desse modo, vocé também ajudara outras pessoas que sdo parecidas com vocé, porque poderemos comparar as

respostas e os resultados dos exames de todos em diferentes lugares do mundo e conhecer melhor essa
Lourival Melo Mota, SN
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alteragdo. Tudo o que descobrirmos na pesquisa contaremos a vocé e seus pais. Por isso, € importante sempre

dizer para gente se mudar de endereco ou telefone.

Com quem converso sobre a pesquisa? A Dra Isabella Lopes Monlleé é quem cuida da pesquisa que vocé
participa. Vocé pode falar com ela sempre que tiver duvidas sobre a pesquisa, na consulta ou pelo telefone

(82) 32023896, de segunda a sexta em horario comercial.

Qual é o endereco para escrever ao pesquisador? Servico de Genética Clinica do Hospital Universitario
Prof. Alberto Antunes da UFAL, Avenida Lourival Melo Mota, S/N, Tabuleiro do Martins, Maceio-AL CEP
57072-970.

No Comité de Etica em Pesquisa tem pessoas que acompanham a pesquisa para ver se estd sendo feita bem
certinha. Vocé ou seus pais podem falar com eles pelo telefone 3214-1041, e-mail-

comitedeeticaufal@gmail.com ou pessoalmente no endereco Avenida Lourival Melo Mota, prédio da Reitoria,

Maceio-AL, de segunda a sexta em horario comercial.

DECLARACAO DE ASSENTIMENTO DO PARTICIPANTE
Eu li e entendi a pesquisa. Perguntei o que queria para o pesquisador. Entendi que posso dizer que ndo quero
participar sem nenhum problema. E também que posso avisar se ndo quiser mais participar. Eu concordo com

a pesquisa. Entendi que vou ter uma cdpia deste papel.

. . de de ]

Local data

Nome Assinatura

Responsabilidade do Pesquisador:

Expliquei tudo e dei uma copia para (nome do sujeito de pesquisa). Falei que esta pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica/CONEP. Vou fazer a pesquisa conforme informei neste
documento e (nome do sujeito) aceitou participar.

Data: / /

(Nome e assinatura do pesquisador)
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ANEXO D - Formulario de primeira consulta de Fenda Orofacial

PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA
FENDA OROFACIAL

(RANIO-FACE BRASIL

Numero CNS:

Cadigo PCFB:

A Informacoes gerais referentes ao paciente

. Nome do paciente:

. CPF do paciente:

. Data do nascimento:
. E filho adotivo?:
Osim
5. Sexo legal:
OMasculino
6. Municipio e Estado de nascimento:

HwWN =

O Feminino

O Nao

ON3o definido

7. Escolaridade Paciente:
O Nao Alfabetizado
O Alfabetizado
O Ensino Fundamental Incompleto
O Ensino Fundamental Completo
O Ensino Médio Incompleto

8. Nome da Mae:

O Ensino Médio Completo

O Ensino Superior Incompleto
O Ensino Superior Completo
O N3o se aplica

O Sem informacdo

9. Nome do Pai:

10. Renda Familiar:
11. Hospital:

em salarios minimos

12. Servico:

13. Nimero de registro no Hospital ou Servigo:

14. Data da consulta:
15. Preenchido por:

B Contato com o paciente/familia

16. Endereco completo:

17. Cidade e UF:

18. CEP:
19. Telefone Residencial:

20. Telefone Celular:

21. Telefone Comercial:

22. E-mail:

C Informacoes gerais referentes ao pai do paciente

23. Data de nascimento do pai do paciente:

24. Municipio e UF de nascimento do pai do paciente:

25. Escolaridade do pai do paciente:
O Nio Alfabetizado
O Alfabetizado
O Ensino Fundamental Incompleto
O Ensino Fundamental Completo
Ensino Médio Incompleto

Versio 06/2015

O Ensino Médio Completo

O Ensino Superior Incompleto
O Ensino Superior Completo
OnNzo se aplica

O sem informacgo

Pégina1lde 17

76



PROJETO CRANIO-FACE BRASIL

FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA
FENDA OROFACIAL

Praista

RANIO-FACE BRASIL

D Informacoes gerais referentes a mae do paciente

26. Data de nascimento da mae do paciente:
27. Municipio e UF de nascimento da mae do paciente:
28. Escolaridade da m3e do paciente:

O Nao Alfabetizado O Ensino Médio Completo

O Alfabetizado O Ensino Superior Incompleto
O Ensino Fundamental Incompleto O Ensino Superior Completo
O Ensino Fundamental Completo O N3o se aplica

O Ensino Médio Incompleto O Sem informagao

E Informacées sobre o diagnodstico da fenda orofacial

29. Em que idade iniciou o acompanhamento especializado:
30. Epoca da suspeita ou do diagnostico da fenda labial:

O Periodo pré-natal OSem informagdo

O Periodo pés-natal — Quantos dias: ONao se aplica
31. Epoca da suspeita ou do diagnostico da fenda do palato:

O Periodo pré-natal OSem informagao

O Periodo pés-natal — Quantos dias: ONao se aplica

F Antecedentes Pessoais Relevantes
32. Jarealizou cirurgia para correcao da fenda orofacial:
Osim ONzo OSem informagio

33. Realizou alguma outra cirurgia(s):
OSim ONao OSem informagao

34. Se o paciente ja realizou cirurgia(s), relacionadas ou nao a fenda orofacial, preencha o quadro
abaixo, complementando a informacéao a cada consulta subsequente:

Data da Idade do

cirurgia paciente Especificacao do procedimento Municipio/UF Nome do hospital

35. Problemas de saude no periodo entre nascimento e a presente data, nao relacionados aos
procedimentos cirurgicos de correcao da fenda orofacial:

OSim O Sem informagao

ONso
Se houve problemas de saude nao relacionados aos procedimentos cirurgicos de correcéao da fenda
orofacial, por favor, especifique-os:
36. Anemia:

O Nao O Sem informagao

O Sim — Descreva:
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

FENDA OROFACIAL CRANIO-FACE BRASIL

37. Otite de repetigao:
ON3o O Sem informagio
OSim - Descreva:

38. Pneumonia de repeticdo:
ONao Osem informacgo
O sim - Descreva:

39. Convulsoes:
ONao Osem informacio
Osim - Descreva:

40. Outros problemas de salde:
ONao
Osim - Descreva:

G Informacoées sobre desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM)

Marcos esperados de DNPM:

e Sorriso - 2 meses

e Firmar a cabega - 3-4 meses

e Sentar com apoio - 4-5 meses

e Sentar sem apoio - 6-8 meses

e Falar palavras - 8-14 meses

e Andar sem auxilio - 10-14 meses

e Falar frases - 10-24 meses

e Controle dos esfincteres anal e vesical - a partir de 18 meses
41. Marcos do desenvolvimento:

Tipo de marco Status do marco Idade que atingiu (em meses)

Sorriu

Sustentou a cabega

Sentou com apoio

Sentou sem apoio

Engatinhou

Ficou de pé com apoio

Andou sem apoio

Falou palavras

Falou frases

Controlou esfincter anal — periodo
diurno

Controlou esfincter anal — periodo
noturno

Controlou esfincter vesical —
periodo diurno

Controlou esfincter vesical —
periodo noturno
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

CRINIO-FACE BRASIL

FENDA OROFACIAL
42. Desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM):
O Normal O Atraso motor e de comportamento
O Atraso apenas na linguagem O Atraso de linguagem e comportamento
O Atraso apenas motor O Atraso motor, linguagem e comportamento
O Atraso apenas de comportamento O Nzo se aplica
O Atraso motor e de linguagem O sem informagao
43. Dificuldade de aprendizagem (a partir dos 10 anos):
O sim O N3o se aplica
O Nzo O sem informaggo
44, Deficiéncia intelectual (mediante a avaliacao formal do perfil cognitivo) (a partir dos 7 anos):
O sim O Nao se aplica
O Nao O sem informacio

O Sem avaliag3o formal
45. Durante esta consulta, vocé avalia que o paciente tem:
O Inteligéncia normal O Déficit intelectual estabelecido

O Quadro sugestivo de déficit intelectual O Nio se aplica

46. Realizacao de terapias de apoio:

O sim O Nao se aplica

O Nzo O sem informacio
47. Tipo(s) de terapia de apoio:

[Fonoaudiologia [ Fisioterapia

DTerapia Ocupacional

[Cloutra - Descreva:

H Informacoes sobre historia obstétrica materna, histéria médica e medicamentosa da mae no
periodo de 3 meses antes até o final da gravidez do paciente

48. Esta gravidez foi:
O Esponténea O Sem informacdo
O Induzida — Método:

49. Tabagismo pela mae:

O sim O Nzo O sem informacio
50. Consumo de alcool pela mae:

O sim O Nzo O Sem informacgo
51. Consumo de drogas ilicitas:

O sim O Nzo O sem informagio

Obrigatério responder esta pergunta caso tenha respondido afirmativamente a questao anterior:

52. Se afirmativo, especifique o tipo de droga:

[] sem informacdo [ Ecstasy

[ cocaina [J sp

[ crack [ Maconha

O outros - Qual:
53. Diagnostico de epilepsia:

O sim O Nao O sem informacdo
54. Diagnostico de diabetes:

O sim O Nao O Sem informacgo
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL

FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA —
CRANIO-FACE BRASIL

FENDA OROFACIAL
55. Diagnostico de obesidade:
Osim ONso O sem informacgo
56. Diagnostico de artéria umbilical unica:
Osim ONao OSem informacao
57. Outros diagnosticos:
O Nao O Sem informagao

O Sim — Descreva:

58. Exposicoes da méae a outras substancias (inclusive medicamentos) durante a gestacao:
O Nao O Sem informagao
O Sim - Quais:

59. Grupos de Ocupagao:

60. Ocupagao da mae:

61. Exposicao ocupacional da mée a agentes quimicos ou solventes:

62. Outras intercorréncias durante a gestacao:
O Nao O Sem informagao
O sim - Quais:

63. Tentativa de interrupcao da gravidez:
O Sim — Descreva:
ON3o O sem informacgo

I Informacoes sobre o parto e nascimento

64. Duracao da gestacao:

O Termo O Pés-termo
O Pré-termo O Sem informagao
65. Relacao de peso ao nascimento X idade gestacional:
O PIG (abaixo do percentil 10) O GIG (acima do percentil 90)
O AIG (entre percentil 10 e 90) O Sem informagdo
66. Local do parto:
O Maternidade O Outro
O Domicilio O Sem informagao
67. Tipo de parto:
O Cesariano O Vaginal
O Férceps O Sem informacdo
68. Intercorréncias neonatais:
O sim O Nzo O Sem informacdo
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

FENDA OROFACIAL CRANIO-FACE BRASIL

Obrigatorio responder esta pergunta caso tenha respondido afirmativamente a questao anterior:
69. Se afirmativo, assinale qual/quais:

[] Convulsdes [ Infecgao

[[] Desconforto respiratério [JIntubag3o e ventilagdo mecénica
[ Hipocalcemia [ parada cardio-respiratéria

[ Hipoglicemia [ succgo débil

[JHipotonia [ vémitos

Oictericia

Ooutras - Quais:
70. Alta da maternidade: dias de vida

Dados Antropométricos ao nascimento

Para os percentis: encontrar o intervalo adequado com base no valor exato calculado pelo WHO
Anthro ou WHO AnthroPlus:

71. Peso ao nascimento: g — Percentil:
72. Comprimento ao nascimento: cm — Percentil:
73. Perimetro Cefélico ao nascimento: cm — Percentil:

74. Apgar 1° minuto:
75. Apgar 5° minuto:
76. Apgar 10° minuto:

77. Capurro:
78. Gemelaridade:

O sim ONao O Sem informagio
79. Tipo de gemelaridade:

O Monozigéticos QO Dizigéticos O Sem informagao

J Informacoes sobre a ascendéncia paterna

80. Pais de nascimento da avo paterna:

OpBrasil O Outro:
81. Pais de nascimento do avé paterno:
Oprasil O outro:
82. Ascendéncia étnica do pai do paciente. Assinale todas as alternativas mencionadas durante a consulta:
[] Nativa (Indigena+Europeia Latina+Africana) []Oriental
[[] Europeia Latina [JArabe
[] Africana [Cindigena
[] Europeia n3o-latina [Joutra - Qual:
[J3udaica [Jsem informagio

K Informacoes sobre a ascendéncia materna

83. Pais de nascimento da avo materna:

OBrasil OOutro:
84. Pais de nascimento do av6 materno:
Oprasil O outro:

Pégina 6 de 17

Vers3o 06/2015

81



PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA
FENDA OROFACIAL

CRANIO-FACE BRASIL

85. Ascendéncia étnica da mae do paciente. Assinale todas as alternativas mencionadas durante a consulta:

[INativa (Indigena+Europeia Latina+Africana) [] Oriental
[JEuropeia Latina O Arabe

[J Africana [Jindigena

O Europeia ndo-latina Coutra - Qual:
[J3udaica []Sem informagio

L Antecedentes familiais

86. Consanguinidade entre os genitores:
Sim — Descreva:
O Possivel O Nao O sem informag3o
87. Numero total de gravidezes incluindo o paciente, nativivos, natimortos e abortos (Lembre-se que gémeos
correspondem a 1 gravidez):
88. Se ha pelo menos uma gravidez, por favor, preencha o quadro abaixo:

Ordem de
nascimen-

Status Presenca Caso Presenca
tooun® i Gemela- 2
do indivi (nativivo, s Sexo G, de Fenda | registrado | de outros
et . natimorto, (s, N) (M, F) Orofacial no PCFB defeitos
heredogra aborto i (S, N) (S, N) (S, N)
-ma

89. Caso(s) de fendas orofaciais em algum outro parente:
Osim ONso O sem informacgo

90. Outras alteracoes de palato em outros parentes (exceto Fenda):

Osim ONao Osem informagdo
91. Se ha casos de fendas orofaciais em qualquer parente (inclusive irmaos) do paciente, por
favor, preencha o quadro abaixo:

N° do 0
" . Paciente s
individuo Tipo de fenda Deft.elt?s registrado Examlnafio Sexo do
no Parentesco Nome (utilize CID10) congénitos no PCFB por vocé? Parente
heredo- (S, N) (S, N) (M, F)
grama 5.2
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

FENDA OROFACIAL CRANIO-FACE BRASIL

M Exame Fisico

Dados Antropométricos Atuais

Para os percentis: encontrar o intervalo adequado com base no valor exato calculado pelo WHO
Anthro ou WHO AnthroPlus. Para percentil de PC de criancas MAIORES de 5 anos usar o grafico
Smith:

92. Peso atual: g — Percentil:
93. Comprimento/estatura atual: cm — Percentil:
94. Perimetro Cefalico atual: cm — Percentil:
95. Preencha o quadro para descricdo anatomica da fenda labial, labiopalatal ou palatal:
Regiao
mediana

Lado direito Lado esquerdo

F. Simonart

Labio

Alvéolo

Palato duro

Palato mole

96. Voceé teve dificuldade para classificar a fenda devido a manipulacao cirurgica prévia:

Osim O Nao OSem informagao
97. Essa dificuldade ocorreu na classificacao da fenda de:

[JLabio [JPalato duro

[JAiveolo []Palato mole
98. Presenca de outros defeitos na regiao craniofacial:

OSim ONazo

Se ha outros defeitos na regiédo craniofacial, por favor, assinale abaixo:

Crénio e/ou encéfalo:

99. Cranio:
[JAssimetria sem sinostose (HP:0002678) [JFontanelas pequenas (HP:0005486)
[IBossa frontal (HP:0002007) [IMacrocefalia (sem hidrocefalia) (HP:0000256)
[C] Craniossinostose (HP:0001363) [IMicrocefalia (HP:0000252)
[[]Cristas supraorbitarias proeminentes ou [JOccipital plano (HP:0005469)
hipoplasticas [JOccipital proeminente (HP:0000269)
[CIDeformidades do cranio sem sinostose [Costesfito occipital
(HP:0000929) (HP:0012294)
[]Diémetro bifrontal diminuido (HP:0004422) [JPiagiocefalia sem sinostose (HP:0001357)
[JDolicocefalia (HP:0000268) [JSutura metdpica aberta até o Bregma
[CJFontanela acesséria (HP:0012367) (HP:0005556)

[JFontanelas amplas (HP:0000239)
[Coutros defeitos n3o listados — Descreva:
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL

FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

CRANIO-FACE BRASIL

FENDA OROFACIAL

100. Cabelo e couro cabeludo:
[ Alopecia totalis (HP:0007418)
[ Atteragdes de pigmentacio de cabelos
(HP:0009887)
[ cabelos com baixa implantagdo na nuca
(HP:0002162)

[ outros defeitos n3o listados — Descreva:

[Ccabelos com padrao andmalo, cabelos dirigidos
para cima ou anomalias de redemoinho
(HP:0011361)

[[JCabelos ressecados, quebradigos, grossos ou
esparsos (HP:0010719)

[CIDefeitos de couro cabeludo (HP:0001965)

101. Encéfalo:
[] Agenesia de corpo caloso (HP:0001274)
[] Anencefalia (HP:0002323)
[ Anomalia de Arnold-Chiari (HP:0002308)
[] Anomalia de Dandy Walker (HP:0001305)
[J Anomalias de septum pellucidum (HP:0007375)
[ Aplasia/hipoplasia de cerebelo (HP:0007360)
[ Defeitos de formac3o e migracio neuronal

(HP:0002269)

Od Disgenesia de corpo caloso (HP:0006996)
[ outros defeitos n3o listados — Descreva:

[J Encefaloceles (HP:0002084)

[J Hidrocefalia (exceto secundaria a hemorragia
intraventricular) (HP:0000238)

[J Hidrocefalia secundaria a hemorragia
intraventricular (HP:0000238)

102. Orelhas:

Anotia (HP:0008772)

[CJApéndices pés-auriculares (HP:0004451)

DApéndioes, seios, cistos, orificios/pits ou fistula
pré-auriculares (HP:0000383)

[JAssimetria de tamanho (HP:0010722)

[JAuricula acesséria (HP:01000687)

[Jauséncia de tragus (HP:0011268)

[OFormato rudimentar (orelha pequena com
semelhanga a brotos embrionarios)
(HP:0011267)

Ohelix incompleta, espessada ou sobredobrada
(HP:0011039)

[Lébulo duplo (HP:0000363)

[Joutros defeitos n3o listados — Descreva:

[OMacrotia/orelha alargada (HP:0000400)

[IMeato auditivo externo estreito (HP:0000402)

[CMicrotia (hipoplasia de orelha) (HP:0008551)

Oorelha com prega na helix ou no lébulo
(HP:0008523)

[CJorelha de implantagio baixa (HP:0000369)

[Jorelha dismérfica (em couve-flor, pontuda,
achatada no tergo superior, etc)
(HP:0000377)

Oorelha proeminente (HP:0000412)

[CJorelha rodada posteriormente (HP:0000358)

orificios (pit) pés auriculares (HP:0008523)

[CTubérculo de Darwin (HP:0011261)

103. Face (inclui maxila e mandibula):
[ClAgnatia (HP:0009117)
[Jassimetria facial (HP:0000324)
[JFace alongada (HP:0000276)
[JFenda ou agenesia de zigomético (HP:0005557)
OHipoplasia de mandibula (HP:0000347)
DHipopIasia de zigomatico (HP:0010669)
DMicrognatia significativa com ou sem

glossoptose

Coutros defeitos n3o listados — Descreva:

[Joutras deformidades congénitas da face e da
mandibula (HP:0000271)

Oparalisia facial (HP:0010628)

[Jperfil facial achatado (HP:0012368)

[JPrognatia (HP:0000303)

[JRetrognatia (HP:0000278)
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL

FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

CRANIO-FACE BRASIL

FENDA OROFACIAL

Olhos:

104. Sobrancelhas, cilios e palpebras:

[[] Blefarofimose (diminuicao da abertura
palpebral/fendas palpebrais estreitas
(HP:0000581)

[[] Cilios ausentes ou rarefeitos (HP:0000561)

[ cilios longos (HP:0000527)

[] Coloboma de palpebra (HP:0000625)

[ Distiquiase (HP:0009743)

[] Distopia cantorum (HP:0000506)

[] Ectrépio (HP:0000656)

[ Entrépio (HP:0000621)

[] Epicanto invertido (HP:0000537)

[J outros defeitos nao listados — Descreva:

[ Fenda palpebral obliqua superior ou inferior
(HP:0200006)

[] Fendas palpebrais pequenas (comprimento
abaixo de dois desvios padroes)

[] Fus3o completa de pélpebras (HP:0009755)

[ Palpebras hooded

[] Pregas epicanticas (HP:0000286)

[] Ptose palpebral (HP:0000508)

[] Sinofrismo ou sobrancelhas rarefeitas
(HP:0000534)

105. Globo ocular:

[JAniridia (HP:0000526)

[JAnomalia de pigmentaggo da iris (HP:0008034)

[cisto derméide epibulbar (HP:0200040)

[Jcoloboma ocular (HP:0000589)

[CJEsclerética azulada (HP:0000592)

[JEstrabismo (esotropia e exotropia)
(HP:0000486)

[JExoftalmia (HP:0000520)

[JHipertelorismo (mensurado) com indicagao
cirdrgica (HP:0000316)

[JHipertelorismo (mensurado) sem indicagdo
cirdrgica (HP:0000316)

[JOutros defeitos n3o listados — Descreva:

[JHipotelorismo (mensurado) com indicagio
cirdrgica (HP:0000601)

[JHipotelorismo (mensurado) sem indicacio
cirtrgica (HP:0000601)

[OManchas de Brushfield (HP:0001088)

[ Microftalmia/anoftalmia/criptoftalmia
(HP:0100887)

E] Nistagmo (HP:0000639)

[JObstrugao, estenose ou estreitamento de ducto
nasolacrimal (HP:0000614)

[Jsardas na iris (HP:0200064)

106. Nariz:

[ Asas nasais hipoplasicas ou com
incisuras/hipoplasia alar (HP:0009924)

[ Atresia de coanas (HP:0000453)

[ columela curta ou longa (HP:0009929)

[ pesvio de septo nasal (HP:0004411)

[ Narinas antevertidas (HP:0000463)

[] Narinas pequenas (HP:0009933)

[] outros defeitos n3o listados — Descreva:

[ Nariz bulboso (HP:0000414)

[] Nariz tubular

[ Ponta nasal bifida discreta (HP:0011803)

[ Ponta nasal bifida significativa (HP:0011803)
] Ponte nasal baixa ou larga (HP:0000431)

[ Ponte nasal proeminente (HP:0000426)

[ Raiz nasal alta (HP:0000426)
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL

FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

CRANIO-FACE BRASIL

FENDA OROFACIAL

Regido oral:

107. Regiao perioral e Iabios:
[]Boca grande (macrostomia) (HP:0000154)
[JBoca pequena (microstomia) (HP:0000160)
[ Fittrum apagado (HP:0000319)
[IFosseta, depressdo ou orificio/pit labial
(HP:0100267)

[Joutros defeitos n3o listados — Descreva:

[] Fosseta, depressao ou orificio/pit em
comissuras bucais (HP:0002710)

[] Freios labiais aberrantes (HP:0000191)

[J Labios espessos (HP:0012471)

[] Labios finos (HP:0000233)

[ Macroqueilia

108. Cavidade oral:

[ Anodontia (HP:0000674)

[J Anomalias do niimero de dentes (exceto
anodontia) (HP:0006483)

[ Anquiloglossia (lingua em gravata)
(HP:0010296)

[ Auséncia de freio lingual

[ Borda alveolar alargada (HP:0000187)

[ Dentes malformados (HP:0011061)

[Joutros defeitos n3o listados — Descreva:

[[] Dentes neonatais (HP:0000695)

[ Hipoplasia de esmalte (HP:0006297)

[ Lingua grande (macroglossia) (HP:0000158)
[] Lingua pequena (microglossia) (HP:0000171)
[] Palato alto e arqueado (HP:0000218)

[ Palato com fenda submucosa (HP:0000176)
[J Uvula bifida (HP:0000193)

109. Presenca de defeitos em outras regiées anatémicas:

Osim

O Nso

Se ha defeitos encontrados em qualquer outra regido anatémica, por favor, assinale abaixo:

110. Pescogo:
[JAuséncia de timo (HP:0005359)
[JHigroma cistico (HP:0000476)
[JPele redundante (HP:0005989)
[JPescoco curto (HP:0000470)
[CJPrega nucal/Pterigio (HP:0000465)
[[JOutros defeitos ndo listados — Descreva:

[ISeio, fistula ou cisto de arco branquial
(HP:0009794)

[JHipertrofia do timo e outros distdrbios timicos
(exceto auséncia) (HP:0000777)
[JTorcicolo (HP:0005988)
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PROJETO CRANIO-FACE BRASIL
FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

FENDA OROFACIAL CRANIO-FACE BRASIL

Sistema Musculoesquelético e parede abdominal:
111. Térax:

[[] Anomalia de Klippel-Feil (HP:0004602)

[[] Anomalia de Sprengel (HP:0000912)

[] Bifurcagao de costela (HP:0000892)

[ Costela cervical (HP:0000891)

[] Deformidades coluna vertebral (HP:0000925)

[] Deformidades de esterno (peito escavado ou
carinato) (HP:0000766)

[] Espinha bifida oculta (HP:0003298)

[ Espinha bifida (HP:0002414)

[] Févea (cova) em regido sacral ou coccigea
(HP:0000960)

[ Fus3o vertebral (exceto Klippel Feil)
(HP:0002948)

[] Hipertelorismo mamilar (HP:0006610)

[] Hipoplasia/agenesia de claviculas (HP:0006710)

[] outros defeitos n3o listados — Descreva:

[JHipoplasia/agenesia sacral (HP:0008517)

[CJHipoplasia/aplasia de peitoral maior
(HP:0005258)

[JMamilo acessério (HP:0002558)

[IMamilo invertido (HP:0003186)

[IMamilo pequeno, hipoplasico ou ausente
(HP:0006709)

[OMamilo de implantag3o baixa (HP:0002562)

[JMeningomielocele ou meningocele
(HP:0002435)

[[JOutras anomalias de costela (HP:0000772)

[Joutras anomalias de vértebras (HP:0003468)

[JProcesso xiféide bifido (HP:0010309)

[JTérax assimétrico (HP:0001555)

[JTérax em colete, barril, armadura (HP:0001552)

112. Parede abdominal:

[[] Anomalia de umbigo, implantagao umbilical
baixa ou hérnia umbilical (HP:0001551)

[ Auséncia de musculos retos abdominais
(HP:0005199)

[] Diastase de retos abdominais (HP:0001540)

(| Gastrosquise (HP:0001543)

[ outros defeitos n3o listados — Descreva:

[JHérnia inguinal em meninas (quando peso ao

nascimento>= 2500 gramas) (HP:0000023)
[JHérnia inguinal em meninos (HP:0000023)
[JHistéria de artéria umbilical dnica (HP:0001195)
[Confalocele (HP:0001539)

113. Membros (exceto maos e pés):

[J] Anel de constrigdo (HP:0009775)

[] Anteversao do fémur (HP:0002980)

[[] Arqueamento de brago, antebrago, coxa ou
perna (HP: 0002980)

[ Artrogripose (HP:0011729)

[] Assimetria entre membros (HP:0100556)

[] Auséncia completa ou parcial de membros
(HP:0009815)

[[] Deformidades em valgo (HP:0002857)

[] Outros defeitos nao listados — Descreva:

[J peformidades em varo (HP:0002970)

[[] Deformidades em recurvato (HP:0002816)

[] Févea (cova) em ombros (HP:0010782)

[] Hiperextensibilidade das articulagoes
(HP:0001382)

[JLuxagao congénita de quadril (HP:0001374)

[JSubluxagao ou clique de quadril (HP:0002827)

[JTorc3o de tibia (HP:0100694)
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114. M3os:

[IBraquidactilia (m3os) (HP:0001156)

[Jcamptodactilia (m3os) (HP:0100490)

(clinodactilia do 5° dedo (m3o) (HP:0004220)

[Jbedos afilados (m3os) (HP:0001238)

[Obedos alongados (m3os) (HP:0100807)

[IDedos encurtados (m3os) (HP:0009381)

CDefeitos transversos terminais (exceto
ectrodactilia) (maos) (HP:0005927)

[CIDesvio ou sobreposicio de dedos (m3os)
(HP:0004097)

[CJEctrodactilia (maos) (HP:0001171)

[CJEncurtamento do 4° dedo (m3ao) (HP:0009280)

[CJEncurtamento do 5° dedo (m3o) (HP:0009237)

[Joutros defeitos ndo listados — Descreva:

[CJEncurtamento do 4° metacarpo (HP:0010042)
[JOligodactilia (redugdo do nimero de dedos)
[] (méos) (HP:0001180)
Polegar alargado ou trifalangico (HP:0009602)
[JPolidactilia pés-axial articulada (m3os)
(HP:0001162)
[ Polidactilia pés-axial minima em Afro-Americanos
(maos) (HP:0005676)
[JPolidactilia pré-axial (maos) (HP:0001177)
[JPrega palmar Gnica (HP:0000954)
[JPregas palmares/interfalangeanas extras ou
ausentes (HP:0006143)
[Jsindactilia cutdnea com +/- sinostose
(m3os) (HP:0010554)

115. Pés:
[CJAumento de espaco entre o halux e segundo
dedo do pé (HP:0001852)
[JBraquidactilia (pés) (HP:0001156)
Ocalcaneo proeminente (HP:0012428)
DCamptodactilia (pés) (HP:0001836)
Cclinodactilia (pés) (HP:0003795)
[pedos afilados (pés) (HP:0011308)
[Jbedos alongados (pés) (HP:0010511)
[Jpedos encurtados (pés) (HP:0001831)
[pefeitos transversos terminais (exceto
ectrodactilia) (pés) (HP:0006494)
Desvio ou sobreposigao dos dedos (pés)
(HP:0100498)

Ectrodactilia (pés) (HP:0001839)
Oencurtamento do 4° metatarso (HP:0004689)
DEspagamento entre 40 e 50 dedos (pés)

(HP:0008094)

Excesso de pregas plantares (HP:0008113)

Cloutros defeitos no listados — Descreva:

Oxatux curto, alargado, valgo ou varo
(HP:0001844)

[CMetatarso varo ou aduto (HP:0001840)

[Coligodactilia (reducio do niimero de dedos) (pés)
(HP:0001849)

[[JPé em cadeira de balanco, cavo, valgo ou torto
redutivel (HP:0005656)

[C]Pé torto nao redutivel (HP:0001883)

[Jpolidactilia pés-axial articulada (pés)
(HP:0100259)

[rolidactilia pré-axial (pés) (HP:0001841)

[Jsindactilia cutdnea com +/- sinostose (exceto
sindactilia cutanea de 2° e 3° dedos) (pés)
(HP:0010621)

[JSindactilia cuténea de 2° e 3° dedos (pés)
(HP:0004691)

[Jsulco plantar profundo (HP:0001869)
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116. Sistema Cardiovascular:

CJanel vascular (HP:0010775)

[CJArco adrtico a direita (HP:0012020)

[JArco aértico cervical (HP:0011588)

[CJArtérias colaterais adrtico-pulmonares mais
calibrosas

[JCoarctagao de aorta (HP:0001680)

[[IDefeitos do septo atrioventricular (HP:0006695)

[pefeitos do septo interatrial (CIA) (HP:0001631)

[Cpefeitos do septo interventricular (CIV)
(HP:0001629)

[pefeito de septo interventricular com atresia
pulmonar

[CIDextrocardia (HP:0001651)

[C]Drenagem anémala de veias pulmonares
(HP:0005160)

[Ibupla via de saida de ventriculo direito
(HP:0001719)

[[]Estenose de valva adrtica (HP:0001650)

[[JEstenose de valva mitral (HP:0001718)

[C]Estenose de valva pulmonar (HP:0001642)

[C]Estenose periférica de artéria pulmonar
(HP:0004969)

Crorame oval pérvio (quando peso ao
nascimento >= 2500g ou idade gestacional
[0 >= 37 semanas) (HP:0001655)
Hemangioma em face ou pescogo (HP:0001028)
[[JHemangioma grande (didmetro >= 10 cm),
multiplo ou cavernoso (HP:0001028)
[(Joutros defeitos n3o listados — Descreva:

[CJHipertrofia ventricular (HP:0001714)
[insuficiéncia de valva adrtica (HP:0001659)
[Jinsuficiéncia de valva mitral (HP:0001653)
[Jinsuficiéncia de valva pulmonar (HP:0010444)
[(insuficiéncia de valva tricispide (HP:0005180)
[Ointerrupcio do arco adrtico (HP:0011611)
[CLinfangioma (HP:0100764)

[Miocardiopatia (HP:0001638)

[JPersisténcia do canal arterial (PCA) (quando
peso ao nascimento >= 2500g ou idade
gestacional >=37 semanas) (HP:0001643)

[[JRegurgitacio de valva adrtica discreta
(HP:0001659)

[[JRegurgitacio de valva mitral discreta
(HP:0001653)

[[Tetralogia de Fallot Classica (HP:0001636)

[(Tetralogia de Fallot com estenose pulmonar
(HP:0011679)

[Tetralogia de Fallot com atresia pulmonar
(HP:0012516)

[OTetralogia de Fallot ndo especificado

[OTransposicio de grandes vasos (HP:0001669)

O 7runcus arteriosus (HP:0001660)

[valva aorta bicdspide (HP:0001647)

[(valva aorta espessada

[Ovalva pulmonar espessada

117. Sistema respiratorio:
[JAgenesia de pulmao (HP:0005944)
[Cpefeitos diafragméticos (exceto hémia de
hiato) (HP:0000775)
[Cestridor laringeo congénito (HP:0004886)
[CJHérnia de hiato (HP:0002036)
[Coutros defeitos n3o listados — Descreva:

DHipopIasia pulmonar (exceto em prematuros)
(HP:0002089)

[JLaringomalacia (HP:0001601)

[JTraqueomalécia (HP:0002779)
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118. Sistema Gastrointestinal:

[J Anus imperfurado (HP:0002023)

| Apéndices anais

[ Ascite congénita (HP:0001791)

[ Atresia de esdfago (HP:0002032)

[ Atresia de vias e/ou ductos biliares
(HP:0005912)

[ piverticulo de Meckel (HP:0002245)

O Esplenomegalias e/ou hepatomegalia
(HP:0001433)

[J Outros defeitos ndo listados — Descreva:

[ Estenose de piloro (HP:0002021)

O Estenose/atresia anal/outras alteragdes de anus
(exceto anus imperfurado) (HP:0004378)

[[] Estenose/atresia intestinal (HP:0011100)

[] Fissuras anais (HP:0012390)

[JFistula traqueoesofagica (HP:0002575)

O Megacolon ou Hirschsprung (HP:0002251)

119. Sistema Urinario:

DAgenesia renal (HP:0000104)

O Agenesia/atresia ou valvula de uretra/alteragao
uretral (HP:0000795)

[ Cisto renal Gnico (HP:0012581)

[[] Cistos renais (HP:0005562)

[JHidronefrose com dilatagio de pelve >= 10 mm
(HP:0000126)

[Joutros defeitos no listados — Descreva:

[JHiperplasia renal (HP:0000105)

[ Refluxo vésico-ureteral (HP:0000076)
CJRim ectdpico (HP:0000086)

[JRim em ferradura (HP:0000085)

[J Uraco patente ou com cisto (HP:0010478)

Genitais:
120. Inspegao visual:
[JAmbiguidade genital (0000062)
121. Genitalia feminina:
[Jaderancia de pequenos |abios (HP:0000063)
[JAnomalia de fus3o uterina (HP:0000130)
[J Anomalia de Rokitansky
Apéndices vaginais ou himenais
Cisto de vagina, vulva ou canal de Nuck

[Joutros defeitos n3o listados — Descreva:

DCIitoromegaIia (mensurado > 6mm)
(HP:0000057)

[JFus3o vulvar (HP:0000148)

[JHipoplasia de grandes labios (HP:0000059)

[JHipoplasia de pequenos labios (HP:0000064)

O Presenca de rafe mediana no clitris

122. Genitalia masculina:

DAnorquia/microrquidia (mensurada)
(HP:0010468)

[CJAuséncia de prepiicio ou preplicio excessivo ou
redundante (HP:0100587)

[Jauséncia de rafe mediana no pénis

Ocordee (HP:0000041)

DCn'ptorquidia (quando peso ao nascimento >=
2500g) (HP:0000028)

DCriptorquidia n3o especificada (HP:0000028)

DCn'ptorquidia persistente apés 2 anos de idade
(HP:0000028)

Coutros defeitos n3o listados — Descreva:

[CJEscroto em cachecol/transposic3o penoescrotal
(HP:0100600)

[CJFimose (HP:0001741)

[CJHidrocele (HP:0000034)

[CJHipoplasia de testiculo (HP:0008734)

[CJHipoplasia escrotal (HP:0000046)

[Hipospadia (exceto quando meato estiver na
glande) (HP:0000047)

[CJHipospadia de glande (HP:0000807)

[CIMicropénis (mensurado) (HP:0000054)

[JPénis pequeno (exceto micropénis mensurado)
(HP:0008736)
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123. Pele e anexos:

[J Apéndices ou cistos cutaneos (HP:0010609)

[ cutis marmorata (HP:0000965)

[] Dermatdglifos incomuns (HP:0007560)

[ Hipoplasia ungueal (HP:0008386)

[ 1ctiose (HP:0008064)

(| Lanugo excessivo ou persistente ou hipertricose
(HP:0011362)

[ Manchas vinho-do-porto/ Nevus
flammeus (HP:0001052)

[[] Manchas café-com-leite (HP:0000957)

[] Manchas despigmentadas ou hiperpigmentadas
(HP:0007441)

[ outros defeitos n3o listados — Descreva:

[] Manchas mongdlicas (HP:0011369)
[[] NVevus pigmentados (HP:0000995)
[ Pele hiperextensivel (HP:0000974)
[J Unha ausente (HP:0001798)
[ unha com duplicagao (exceto polegar)
(HP:0010793)
[] unha do polegar com duplicagio (HP:0010793)
Unhas largas, hipoplasicas, hipertréficas,
espessadas, hiperconvexas ou com sulco
longitudinal
(HP:0001597)

124. Outros defeitos inespecificos nao listados:
Osim

Descreva:

N Exames Complementares

Exames Complementares e Fotografias do Paciente

125. Fotografias:
Osim

O Nzo

O Nao

126. Preencha o quadro com os exames complementares do paciente:

Data da
solicitacao
exame

Obs do Exame
Complementar

Exame
Complementar

Resultado do Exame Complementar

Data do
Resultado
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FORMULARIO DE PRIMEIRA CONSULTA

FENDA OROFACIAL CRANIO-FACE BRASIL

O Hipotese Diagnostica

127. Preencha o quadro com as hipéteses diagnosticas do paciente:

CID da Status do Diagnéstico
Fenda Data da HD Hipétese Diagnostica (Suspeito, Em investigacao,
Orofacial Concluido)

128. O paciente apresenta fenda atipica:

Osim ONzo
129. O paciente apresenta holoprosencefalia:

OSim OMicroforma ONao
130. Ha hipotese diagnodstica de Del22q para este paciente:

Osim ONso
131. E possivel coletar amostra do trio para extracao do DNA:

Osim ONzo

132. Qual o médico responsavel em seu servigo por comunicar o resultado da investigagao laboratorial para o
paciente:
133. Coleta de material para biorrepositorio:

Data da coleta

< Tipo de material enviado Destino do material Individuos coletados
do material

P TCLE Fenda

134. O TCLE do paciente ja foi devidamente preenchido e assinado?

O sim ONnNso
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