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RESUMO

A tragédia da talidomida na década de 60 colocou em evidéncia as
malformacdes do tipo defeitos de reducdo de membros. Estes podem ser definidos
como a auséncia ou hipoplasia de osso longos, metacarpais, metatarsais ou
falanges. Estes possuem uma variedade de etiologias, desde desordens genéticas
até exposicdo ambiental e causas mecanicas, como ruptura prematura das
membranas amnidticas. A embriopatia por Talidomida (TE) é uma sindrome de
origem teratogénica cuja caracteristica principal sdo defeitos de reducdo de
membros, e € fenocoOpia de outras sindromes genéticas como as Sindromes de
Roberts, Holt-Oram e Okihiro, que ja foram inclusive confundidas como TE antes
da identificagdo de sua base molecular. Essa similaridade dificulta o diagnéstico
diferencial entre essas sindromes e o aconselhamento genético.

Com isso, no primeiro artigo desenvolvido nesse projeto, realizamos uma
andlise fenotipica comparativa e detalhada das anomalias registradas no banco de
dados HPO — Human Phenotype Ontology para a Sindrome de Roberts, Holt-Oram,
Okihiro e outras com semelhanca fenotipica: Anemia de Fanconi, Sindromes acro-
renal-ocular, Baller-Gerold, Cornelia de Lange, Rapadilino, SC-Focomelia, TAR —
Trombocitopenia e auséncia de radio, Townes-Brocks tipo 1 e associacao
VACTERL. Em seguida comparamos as anomalias encontradas nessas sindromes
com as encontradas na TE e identificamos quais se sobrepde entre elas e quais
sdo diferenciais. Os resultados principais foram as caracteristicas encontradas
unicamente na TE, especialmente as da cintura escapular, tais como ombro
deslocavel, hipoplasia do glendide, ombro pontiagudo devido a proje¢éo da juncao
acromio-clavicular.

Em seguida, realizamos a descri¢cdo clinica e molecular de uma série de
casos de defeitos de reducdo de membros. Oito pacientes com hipoteses
diagnoésticas de #OMIM 612447 (1), TAR (3), Acro-renal-ocular (1), monodactilia
tetramélica (1), Sindrome de Roberts (1), e um paciente sem hipotese diagndstica
definida, tiverem os genes ESCO2, SALL4, e TBX5 causadores da sindrome de
Roberts, Okihiro e Holt-Oram, sequenciados através de painel NGS. O dnico

paciente com diagndstico molecular confirmado tinha sindrome de Roberts, com
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uma delecao ¢.683 696delICGTCACTGGGACGC em homozigose em ESCO2. O
paciente com hipdtese diagndstica de Acro-renal-ocular (sindrome alélica de
Okihiro) ganhou nova hipotese diagnéstica de S. Cornelia de Lange, ap6s nenhuma
variante patogénica ser encontrada em SALL4. O paciente sem hipotese
diagnéstica ndo teve nenhuma variante patogénica identificada, mas sua
impressionante semelhanca com TE e local de nascimento com alta distribuicao de
talidomida, nos levou a considerar que esse caso possa se tratar de um novo caso
de TE no Brasil. Entretanto, a ingestao de talidomida pela méae, n&o foi confirmada.
Ainda nesse caso, identificamos a VUS c¢.*71_*74delTATT em ESCO2 que possui
frequéncia alélica rarissima na populacao brasileira, e que ja foi anteriormente
identifica em pacientes com TE em outra pesquisa do nosso grupo. Com isso,
levantamos a hipotese de se tratar de uma variante de suscetibilidade a TE ou
defeitos de reducdo de membros.

Nosso estudo mostra a complexidade de diagnosticar pacientes com
defeitos de reducdo de membros devido a grande similaridade fenotipica e
complexidade molecular. Incentivamos novas pesquisas na area a fim de melhorar
o diagnostico diferencial entre essas sindromes, bem como o aconselhamento

genético.
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ABSTRACT

The thalidomide tragedy in the 1960s highlighted the limb defects as sentinel
for environmental teratogens. Limb reduction defects are defined as the absence or
hypoplasia of long bones, metacarpal, metatarsal or phalanges. Its etiology ranges
from genetic disorders to environmental exposure and mechanical causes, such as
premature rupture of the amniotic membranes. Thalidomide Embryopathy (TE)'s
main characteristics are limb reduction defects and is a phenocopy of other genetic
syndromes such as Roberts, Holt-Oram, and Okihiro which have already been
mistakenly diagnosed as TE in the past. This similarity is important for the differential
diagnosis and genetic counseling.

Thus, in the first manuscript included in this dissertation, we carried out a
comparative and detailed phenotypic analysis of the anomalies recorded in the HPO
- Human Phenotype Ontology database for syndromes with overlapping phenotypes
with limb reduction defects: Roberts, Holt-Oram, Okihiro, Fanconi anemia, Acro-
renal-ocular syndromes, Baller-Gerold, Cornelia de Lange, Rapadilino, SC-
Phocomelia, TAR - Thrombocytopenia and absence of radius, Townes-Brocks types
1 and 2 and VACTERL association. Then we compared the anomalies observed in
these syndromes with those of TE and looking for overlapping and uniqueness.
Characteristics found only in TE, were those of the shoulder girdle, such as
displaceable shoulder, glenoid hypoplasia and pointed shoulder due to the
projection of the acromioclavicular joint. Therefore, these anomalies are considered
important for differential diagnosis of TE.

In the second manuscript, it was performed the clinical and molecular
description of a cases series of limb reduction defects: Eight patients with diagnostic
hypotheses of #OMIM 612447 (1), TAR (3), Acro-renal-ocular (1), tetramelic
monodactyly (1), Roberts Syndrome (1), and one patient with no specific diagnostic
hypothesis, had the ESCO2, SALL4, and TBX5 (Roberts, Okihiro/ Acro-renal-ocular
and Holt-Oram syndromes) sequenced through a NGS panel. The only patient with
confirmed molecular diagnosis was a case of Roberts syndrome, with a
€.683 _696delCGTCACTGGGACGC deletion in homozygosity in ESCO2. The

patient with a diagnostic hypothesis of Acro-renal-ocular was negative for variants
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in SALL4, but clinically was reclassified as possible a case of Cornelia-de-Lange
syndrome. The patient without a diagnostic hypothesis had no identified pathogenic
variant, but its striking similarity to TE and birthplace with a high distribution of
thalidomide, led us to consider that this case may be a new case of TE in Brazil,
although the mother's intake of thalidomide couldn’t be confirmed. Still, in this case,
we identified VUS c.*71_*74delTATT in ESCO2, which has a very rare allelic
frequency in the Brazilian population, and which has been previously identified in
patients with TE in another study in our group. With that, we raised the hypothesis
that it is a variant of susceptibility to TE or defects in limb reduction.

Our study shows the complexity of diagnosing patients with defects in limb
reduction due to the great phenotypic similarity and molecular complexity. We
encourage further research in the area in order to improve the differential diagnosis

between these syndromes, as well as genetic counseling.
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1. INTRODUCAO

1.1 DEFEITOS DE REDUCAO DE MEMBROS

Os defeitos de reducdo de membros (DRM) podem ser definidos como a
auséncia ou hipoplasia de ossos longos, metacarpianos, metatarsos ou falanges
(Gold et al., 2011). Existem varias tentativas de classificacdo sistemética das
anomalias de membros com base em critérios morfolégicos, anatébmicos,
etiologicos, dentre outras, sendo que até o momento nenhuma destas foi totalmente
satisfatoria. Entretanto, encontrar a classificacdo mais adequada € importante para
entender a etiopatogenia das anomalias e permitir um rastreamento epidemiolégico
(Stevenson et al., 2016). Além disso, uma classificacdo e nomenclatura
padronizadas permitem fazer comparacdes de dados coletados mundialmente
(Castilla et al., 1995).

Gold et al. (2011) propuseram uma classificagdo baseada na Classificagao
Internacional de Doencas — CID 9, na sua extensdo pela Associacéo Britanica de
Pediatria e na classificacdo de Golden et al. (2003), como forma de obter uma
terminologia direta e com ordem clara, tornando a classificacao Gtil para avaliacdes
de prevaléncia e exposicdo pré-natal. Os DRM podem ser subdivididos em
auséncia completa do membro/amelia e auséncia parcial: defeito intercalar, defeito
transverso terminal, defeito longitudinal pré-axial, defeito longitudinal central,
defeito longitudinal pos-axial, e defeito longitudinal pré-axial e pos-axial. Os defeitos
intercalares podem ser definidos como uma auséncia ou hipoplasia de uma parte
média de um osso longo, mas com estruturas distais presentes (focomelia, por
exemplo). Defeitos transversos terminais correspondem a auséncia total das
estruturas distais do membro e auséncia de uma parte transversal dele, como por
exemplo a parte inferior do antebraco. J& os defeitos longitudinais, séo aqueles com
auséncia ou hipoplasia de um osso paralelo ao eixo longo do membro. Destes, 0s
pré-axiais, correspondem as estruturas no lado medial do membro, tais como
radio/tibia e polegar/halux, e segundo e terceiro dedo (desde que radio/tibia ou
polegar/hélux também estejam ausentes). Os defeitos centrais afetam a porcéo

mais proxima do eixo central, podendo apresentar auséncia ou hipoplasia, do
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segundo ao quarto dedo. E os pés-axiais afetam o lado lateral do membro, sendo
caracterizados pela auséncia ou hipoplasia da ulna/fibula e do quinto dedo,
podendo ainda, o terceiro e quarto dedos também estarem ausentes (Gold et al.,
2011). Essa classificacao pode ser consultada no Apéndice A.

As deficiéncias de membros ocorrem em 3 a 8 criancas para cada 10.000
nascidos vivos. Os defeitos de membros superiores sdo mais frequentes que 0s
inferiores e os defeitos unilaterais s&o mais comuns que os bilaterais (Gold et al.,
2011; Stevenson et al., 2016). No Brasil, especificamente os defeitos de reducéo
de membros registrou-se uma prevaléncia de 1.6 para cada 10.000 nascimentos
entre 2005 e 2010, sendo maior nos estados de Pernambuco, Parana e Rio de
Janeiro (Vianna et al., 2015).

Os membros sdo muito suscetiveis as malformacdes, rupturas (do termo
técnico em inglés disruptions) e deformacdes, devido em parte a complexidade do
seu desenvolvimento, do periodo prolongado da morfogénese, e da exposi¢ao dos
membros a parede uterina. O seu desenvolvimento normal exige movimentagao e
espaco intrauterino disponivel (Stevenson et al., 2016). McGuirk et al. (2001)
atribuiram 30% de DRM a causas genéticas, 5% a teratbgenos e diabetes materno,
34% a rupturas vasculares e 32% a causas desconhecidas (McGuirk et al., 2001).
O desenvolvimento de membros passou a ser considerado sensivel aos
teratbgenos ambientais desde a tragédia da Talidomida na década de 1960,
particularmente os DRM (Castilla et al., 1995). A TE é uma fenocépia de outras
sindromes genéticas. Logo, causas hereditarias podem ser encontradas para
defeitos de membros semelhantes a TE. As sindromes cujas caracteristicas sao
semelhantes as da TE incluem Sindromes de Roberts, de Holt-Oram, de Okihiro,
Anemia de Fanconi, Sindrome Trombocitopenia e Auséncia de Raadio (TAR),
Complexo fémur-fibula-ulna, entre outras (Lenz, 1988; Smithells and Newman,
1992; Vianna et al., 2011; Mansour et al., 2019).

O desenvolvimento dos membros, incluindo ombro e cintura pélvica, inicia
aproximadamente no 28° dia de gestacdo, quando os brotos dos membros se
tornam visiveis no embrido. O desenvolvimento dos membros superiores € iniciado
aproximadamente dois dias antes que dos inferiores. Na 62 semana, as placas de

maos e pés se formam e ocorre morte celular programada nos cinco centros que
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formardo os espacos interdigitais. Nas regides proximais dos membros, surgem os
primeiros modelos de cartilagem hialina para os 0ssos. Na 122 semana, 0s centros
de ossificacao estao presentes (Stevenson et al., 2016).

O desenvolvimento dos brotos dos membros € dividido em campos distintos,
determinados por expresséo dos genes HOX ao longo do eixo craniocaudal, sendo
regulado por uma extensa rede de moléculas sinalizadoras, como FGFs, acido
retindico, fatores de transcricdo t-box, SHH, WNT7a, entre outras. A crista
ectodérmica apical (AER) regula o brotamento préximo-distal do membro pela
secrecdo de FGFs, mantendo uma regido de células altamente proliferativas
adjacentes a crista, chamada de Zona Indiferenciada. Conforme os membros
crescem, a diferenciacdo é regulada pela secrecao de acido retindico: estilopode
diferencia Umero e fémur, em seguida o zeugolpode diferencia radio/ulna e
tibia/fibula, e por fim autopode diferencia punho/dedos e tornozelo/dedos do pé. A
zona de atividade polarizada (ZPA), secreta sonic hedgehog (SHH), controlando a
diferenciacdo anteroposterior (do polegar para o dedo minimo). Os fatores de
transcricdo TBX5 regulam a especificagdo dos membros anteriores e TBX4 dos
membros posteriores. O padrdo dorso-ventral € mediado parcialmente pela
expressdo especifica de WNT7a. Além disso, mecanismos de regulacao cis de
longo alcance parecem estar implicados na modulacdo da expressdo da
morfogénese do membro, incluindo SHH (Sadler, 2016; Stevenson et al., 2016).

Os ossos sao formados por ossificacdo endocondral e as células musculares
migram dos somitos, sendo posteriormente invervadas por ramos primarios ventrais
(Sadler, 2016). McCredie et al. (1984) notaram que muitas deficiéncias de membros
tendem a seguir padrdes esclerotbmicos, ou seja, quando as estruturas
esqueléticas afetadas séo irrigadas por um unico nervo. Assim, a neuropatia de C6
poderia levar a deficiéncia radial do antebraco e méo, a neuropatia de C7 levaria a
defeitos de raio central, como a ectrodactilia e assim sucessivamente. Eles também
notaram que os DRM associados a talidomida seguem este padréo esclerotdomico,
assim como outros casos de DRM (Mccredie et al., 1984). A rede vascular funcional
também é essencial para o desenvolvimento normal dos membros. Alguns dos

genes que regulam a angiogénese sao o fator de crescimento endotelial vascular -
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VEGFA, o fator 1 induzivel por hipoxia alfa - HIF1A e a sintese de éxido nitrico 3 -
NOS3 (Browne et al., 2012).

1.2 EMBRIOPATIA POR TALIDOMIDA

1.2.1 Historico da embriopatia por Talidomida

A embriopatia por Talidomida (TE) consiste em uma série de anomalias
congénitas causadas pelo uso de talidomida durante a gravidez (Newman, 1986).
Mais de 10.000 casos de TE ocorreram entre 1958 e 1963 nos paises onde estava
disponivel (Lenz, 1988), mas estima-se que o numero de afetados pode chegar a
12.000, além de um numero desconhecido de abortos (Matthews and McCoy,
2003).

Em 1953 a talidomida (alfa-ftalimido-glutarimida) foi sintetizada pela primeira
vez pelo laboratorio suico Ciba (Ministério da Saude, 2014). No ano seguinte, em
abril de 1954, o laboratério alemédo Chemie Grinenthal, que se tornou proprietario
da patente da talidomida, iniciou ensaios com 0 objetivo de usa-la como anti-
histaminico. Em agosto de 1956 foram impressos folhetos promocionais pela
farmacéutica com véarias indicacdes terapéuticas, e alguns meses depois, em
novembro de 1956, foi comercializada como um antigripal com a marca registrada
Grippex ®. Entretanto, logo foram observadas suas propriedades sedativas e
hipnéticas, e entdo, em outubro de 1957 foi langcada como sedativo com o0 nome de
Contergan ®, anunciado pela empresa Chemie Grunenthal como “inteiramente
atoéxico” podendo ser consumido sem prescricdo meédica, pois sua overdose nao
causava danos maiores que um sono prolongado. Foi também indicado como
antiemético e chegou a ser descrito como o melhor medicamento para ser
administrado em gestantes e lactantes (Lenz, 1988; Ministério da Saude, 2014). Em
abril de 1958, a fabricante de bebidas alcodlicas Distillers Biochemicals Ltd.
também iniciou a comercializagcdo da talidomida como Distaval ® no Reino Unido,
sem suporte técnico e fazendo um forte marketing sobre o produto. Além disso, a

empresa também distribuiu folhetos aos médicos afirmando que a droga poderia
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ser administrada com seguranca em gestantes e maes que amamentavam
(Smithells and Newman, 1992; Ministério da Saude, 2014).

A partir de 1959, iniciaram os primeiros relatos médicos sobre o aumento de
nascimentos de criancas com malformagdes nos membros, onde 0s 0ssos longos
eram ausentes e as maos ou pés variavam de normais a rudimentares, levando ao
nome de focomelia, devido ao encurtamento do membro junto ao tronco se
assemelhar a foca (Oliveira et al., 1999). Entretanto, o primeiro caso associado a
talidomida foi o de uma menina nascida sem ouvidos em 25 de dezembro 1956,
antes mesmo do lancamento do medicamento, em Stolberg, onde se localizava a
Chemie Grunenthal. A menina era filha de um funcionario da empresa, que recebeu
amostras do novo medicamento para a esposa. Além deste, mais alguns casos
foram atribuidos a pré-comercializacdo da talidomida, mas a epidemia sé se tornou
evidente cerca de um ano depois (Lenz, 1988; Oliveira et al., 1999).

Em outubro de 1960 na Alemanha, Kosenow e Pfeiffer apresentaram dois
casos em uma reunido pediatrica, que seriam os primeiros relatos de uma série de
34 casos apresentados em novembro de 1961 durante um encontro de pediatria na
Alemanha. Logo apés, Lenz levanta a hipétese de os casos estarem associados a
ingestdo de talidomida pelas gestantes (citado por Oliveira et al., 1999). Com o
aumento do numero de casos, a talidomida foi retirada do mercado aleméo ainda
em novembro de 1961 pela Chemie Grinenthal (Oliveira et al., 1999).

Um més depois, em 16 de dezembro de 1961, em carta enviada ao editor
para a revista The Lancet, McBride, na Australia, informa o aumento significativo
do nascimento de bebés com malformacdes congénitas, particularmente aqueles
cujas maes receberam talidomida como antiemético ou sedativo. Segundo ele,
chegavam a 20% as anomalias em recém-nascidos de gestantes que tomavam
talidomida comparado a taxa normal de 1,5%. Naquele mesmo més, a revista havia
recebido uma declaracéo da Distillers Biochemicals Ltd. informando que retiraria a
droga do mercado britdnico enquanto aguardava investigacdo de dois relatos
recebidos, onde parecia haver uma associagao entre o uso da talidomida no inicio
da gestacdo com malformacgdes no feto (Mcbride, 1961).

Nos Estados Unidos, a droga ndo chegou a ser liberada. O Laboratério

Merrel solicitou a FDA (Food and Drug Administration) licenca para a
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comercializacdo da talidomida, mas a Dra. Frances Oldham Kelsey rejeitou a
solicitacdo com base nos relatos europeus de neurite periférica como efeito
colateral, vindo inclusive a ganhar prémios e homenagens por isso. Ainda assim,
cerca de 1200 médicos receberam a talidomida diretamente da Chemie Grinenthal
para serem usados como antieméticos em pacientes gestantes, pois na época nao
havia nenhum tipo de controle governamental sobre a realizac&o de testes clinicos
com medicamentos nos EUA. Como consequéncia, poucas criancas foram
afetadas pela talidomida nos Estados Unidos (Smithells and Newman, 1992;
Oliveira et al., 1999; Matthews and McCoy, 2003; Ministério da Saude, 2014).

No Brasil, 0 medicamento comecou a ser comercializado em marco de 1958
por diferentes laboratérios sob o0 nome de Ectiluram ®, Ondosil ®, Sedalis ®, Sedim
®, Slip ® e Verdil ® (Oliveira et al., 1999; Ministério da Saude, 2014). Mesmo com
0 surgimento de casos em outros paises, 0 medicamento continuou disponivel no
Brasil pelo menos até 13 de novembro de 1962, quando o governo federal, por meio
do Servico Nacional de Fiscalizacdo de Medicina e Farméacia (SNFMF), cassou a
licenca dos produtos contendo talidomida mediante o Termo de Inutilizagdo do
Medicamento. Este termo s6 foi estabelecido formalmente em 30 de junho de 1964
(Ministério da Saude, 2014). Entretanto, de acordo com informac¢6es da Associacao
Brasileira dos Portadores da Sindrome da Talidomida (ABPST), esse medicamento
so foi de fato retirado do mercado brasileiro em 1965, ou seja, com pelo menos
quatro anos de atraso (Oliveira et al., 1999).

Ainda em 1965 o dermatologista israelense Jacob Sheskin relatou a
administracéo de talidomida a um paciente insone com Eritema Nodoso Hansénico
- ENH. O paciente além de conseguir dormir, teve suas lesdes curadas
completamente apos 3 dias de terapia. Sheskin relatou resultados semelhantes em
outros 5 pacientes e a droga eventualmente foi licenciada para o tratamento de
ENH no México e no Brasil, voltando a ser comercializada. Essa descoberta foi
comprovada por diversos estudos, incluindo um ensaio clinico, multicéntrico e
duplo-cego coordenado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1971 e
pode ser considerada como a primeira indicagéo precisa para o uso da talidomida
(Oliveira et al., 1999; Matthews and McCoy, 2003; Ministério da Saude, 2014). Uma

Newsletter da Sociedade de Teratologia (Teratology Society estabelecida nos
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Estados Unidos) chegou a publicar um aviso sobre a possibilidade de a talidomida
reaparecer no mercado, e com ela um aumento na frequéncia de certos defeitos
congénitos (citado por Castilla et al.,, 1996). Com isso, acredita-se que a droga
nunca tenha ficado indisponivel no Brasil, ainda que por poucos meses tenha sido
retirada do mercado: muitas pessoas ainda possuiam a droga em sua residéncia,
por desaviso ou descuido continuaram a ingerindo e muitas criancas continuaram
sendo afetadas (Smithells and Newman, 1992).

No Brasil, a partir de 1973 foram criadas associa¢cdes das vitimas da
talidomida e com isso movimentos de acdo indenizatéria, e criagdo de muitas
legislacdes, portarias e diretrizes quanto ao uso da talidomida ao longo das
décadas. Atualmente, a producdo da talidomida é responsabilidade da Fundacéo
Ezequiel Dias (FUNED), em Minas Gerais. A prescricdo segue rigidos critérios, e
deve ser realizada por meio de Notificacdo de Receita de Talidomida acompanhada
do Termo de Responsabilidade/Esclarecimento. A dispensacéo ocorre no local com
assisténcia farmacéutica que orienta e monitora a entrega, a utilizacdo, 0s
resultados e a devolucao/descarte apropriados (Ministério da Saude, 2014).

Apesar das restricdes, o Brasil se tornou o Unico pais com trés geracdes de
vitimas da Talidomida. O numero de vitimas da primeira geracao, que corresponde
aos casos ocorridos até 1965, é estimado em cerca de trezentos (Oliveira et al.,
1999). No entanto, devido a dificuldade de confirmacdo da talidomida durante a
gestacdo, apenas 121 delas tiveram reconhecida sua condicdo de vitima da
talidomida (Ministério da Saude, 2014). Na segunda geracdo (1966-1998),
estimam-se 34 casos: 33 relatados por Castilla et al. (1996) que ocorreram entre
1969 a 1995 em nove estados brasileiros; e mais um caso de 1998 identificado em
2011 (Vianna et al., 2013b). A terceira geracdo (2005-2010) corresponde a 5
criangas: um caso de Rondoénia, dois do Maranhéo, e gémeos do Rio Grande do
Sul (Schuler-Faccini et al., 2007; Vianna et al., 2013; Ministério da Saude, 2014).

1.2.2 Caracteristicas clinicas e moleculares da TE

As malformagfes da TE séo variaveis, pondendo ser Unicas ou multiplas e

envolvendo basicamente qualquer sistema do corpo. Sao geralmente bilaterais e
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simétricas, e membros superiores sdo majoritariamente afetados. Malformacdes
restritamente nos membros inferiores sdo raras. As alteracfes sdo pré-axiais e
intercalares, como amelia, focomelia, e o polegar pode ser ausente, hipoplasico ou
trifalangico. As extremidades superiores geralmente sdo acometidas por perda de
digitos e as inferiores por polidactilia e sindactilia. Podem incluir ainda aplasia do
musculo tenar, auséncia de falanges, hipoplasia do radio e da ulna, hipoplasia de
ombros e quadril, entre outras malformagdes. Os defeitos de membros podem estar
associados a outras anomalias, como hemangioma facial na linha média, microtia
e anotia, coloboma de iris, oftalmomegalia, microftalmia, anoftalmia, paralisia facial
e deficiéncia intelectual. Anormalidades de oOrgaos internos, como de laringe,
traqueia e lobulacdo dos pulmdes, malformacfes cardiacas, genitourinarias e
gastrointestinais também podem estar presentes (Smithells, 1973; Schmidt and
Salzano, 1983; Smithells and Newman, 1992).

Apesar de atualmente o medicamento ser utilizado também para outras
condi¢cdes, como mieloma multiplo e lapus, por exemplo (Ministério da Saude,
2014), segundo Castilla et al. (1996), a ocorréncia da embriopatia por Talidomida é
limitada a paises subdenvolvidos, onde a hanseniase é mais comum e o controle
da droga € ineficiente. Na América do Sul, o acesso ao medicamento é proporcional
a frequéncia da hanseniase (Castilla et al., 1996). Os registros brasileiros mostram
que a prevaléncia da hanseniase no Brasil pode chegar a 10,2/10.000 em regides
endémicas (Vianna et al., 2017), onde 24.000 casos de hanseniase multibacilar sdo
diagnosticados anualmente, dos quais 30% a 50% apresentardo ENH. A partir
desta estimativa, aproximadamente 10.000 individuos séo possiveis usuarios da
talidomida (Vianna et al., 2011). Entre 10 e 50% das mulheres que ingerem
talidomida durante o periodo de sensibilidade embriolégica terédo filhos afetados,
mesmo em pequenas doses como 50 e 100mg. A janela teratogénica foi
estabelecida entre 20 a 36 dias apos a fertilizacdo, ou 34° ao 50° dia apds a ultima
menstruacao (Newman, 1986).

O mecanismo pelo qual a talidomida causa deficiéncias nos membros e
outras malformacdes é complexo e ainda esta sendo investigado. Ito et al. (2010)
demonstraram que a talidomida se liga a proteina cereblon (CRBN). Essa proteina

forma um complexo de E3 ubiquitina ligase com a proteina 1 de ligagdo a danos no
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DNA 1 (DDB1) e com a CUL4A (Cullin 4A), importante para o crescimento de
membros e expressao do fator de crescimento de fibroblasto Fgf8 em peixe-zebra
e galinha (lto et al., 2010). A ubiquitina ligase tem o papel de marcar proteinas
indesejadas para degradacgéo pelo proteossomo, e ao se ligar ao cereblon, a
talidomida faz com que o complexo marque as proteinas erradas. Mais tarde,
Donovan et al. (2018) e Matyskiela et al. (2018) demonstram de forma
independente que na presenca de talidomida esse complexo promove a
degradacdo de SALL4, uma proteina importante na via de desenvolvimento de
membros. Variantes heterozigotas em SALL4 sdo suficientes para causar a
Sindrome de Okihiro (Donovan et al., 2018; Matyskiela et al., 2018).

Entretanto, a talidomida participa de uma ampla rede de interacdes de
proteinas: sabe-se por abordagens in silico que a talidomida interage diretamente
com 33 proteinas, onde CTNNB1e NOS3 aparecem como alguns dos componentes
principais dessa rede (Kowalski et al., 2019). Outros alvos ja demonstrados da
talidomida sdo TBX5 - um fator de transcricdo que desempenha um papel
importante no desenvolvimento de membros e coracdo, onde a presenca de
talidomida parece impedir sua ligacdo ao DNA em até 40% (Khalil et al., 2017) e
receptores dos fatores de crescimento de fibroblasto (FGFRSs), que na presenca de
talidomida tem sua expressao e funcao interferida (Sundaresan et al., 2019).

Além do mais, sabe-se que alguns individuos teriam maior suscetibilidade a
acao teratogénica da talidomida do que outros (Newman, 1986), e variantes em
genes candidatos tem sido investigadas. Haplétipos no gene NOS3 foram
encontrados como possiveis fatores de suscetibilidade a TE (Vianna et al., 2013a;
Kowalski et al., 2016); um efeito de soma de variantes no CRBN foi sugerido em
pacientes com TE que apresentavam anomalias longitudinais pré-axiais nos
membros e uma variante em CUL4A também foi encontrada como potencial de
suscetibilidade (Kowalski et al., 2020).
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1.3 SINDROME DE ROBERTS E O GENE ESCO2

A Sindrome de Roberts (RBS) € de heranca autossémica recessiva, possuli
uma expressividade variavel e é caracterizada por uma série de anomalias, dentre
elas, deformidades nos membros (tetrafocomelia), anomalias craniofaciais e
genitais e restricdo de crescimento (Freeman et al., 1974; Afifi et al., 2016). O
primeiro relato surgiu em 1919 quando o Dr. John B. Roberts reportou as principais
anomalias de um caso de dois irmaos: fenda labiopalatina bilateral, protusao da
porcao intermaxilar da mandibula superior e desenvolvimento imperfeito dos quatro
membros, com consanguinidade parental. Em 1966 Appelt et al. reconheceram
essa combinacdo de malforma¢cfes como uma sindrome. Entretanto, a descri¢ao
mais antiga feita para esse conjunto de anomalias parece ter sido feita jA em 1671
por Bouchard (citado por Freeman et al., 1974).

Em 1921 manifestacBes similares, porém mais leves das encontradas em
RBS, foram relatadas por O'Brien e Mustard (1921), e em 1969, Herrmann et al.
relataram um caso semelhante ao de O'Brien e Mustard (1921) e notaram essa
semelhanca, denominando-a de Sindrome SC ou pseudotalidomida. Em 1977
Hermann e Opitz (1977) revisaram a literatura e tentaram classificar os casos em
SC-Focomelia ou RBS e consideraram que 0s casos mais brandos eram SC-
Focomelia e mais severos eram RBS, jA& sendo considerada como diferentes
espectros de uma mesma condicdo e com diferentes prognésticos de vida
(Herrmann and Opitz, 1977). Posteriormente, Van Den Berg e Francke (1993)
revisaram 100 casos de RBS e elaboraram um novo escore de classificacdo com
bases em 6 critérios: restricdo de crescimento, focomelia dos bracgos, focomelia das
pernas, sobrevivéncia, e anormalidades palatinas e oculares, sendo que cada
critério possui uma pontuacdo com base na sua gravidade. Nesses 100 casos
avaliados, o fenétipo variou da completa auséncia de bracos e pernas com digitos
rudimentares até leve reducéo do crescimento dos membros. A redugéo no nimero
ou comprimento dos dedos também foi comum, bem como reducédo ou auséncia do
fémur, tibia ou fibula, sendo que alguns casos apresentavam fusdo desses 0sso0s.
Além disso, varios casos possuiram alguma anomalia encontrada com pouca

frequéncia, mostrando a expressividade variavel da sindrome. Os casos graves
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frequentemente tinham elevada letalidade, se manifestando como abortos
espontaneos ou natimortos (Van den Berg and Francke, 1993).

O fendtipo celular € marcado por um afastamento incomum das cromatides
irmas, especialmente proximo a regido centromérica. Esse fendbmeno é conhecido
como Heterocromatina em Repulsdo (HR) ou Separacao Prematura do Centrébmero
(PCS), e foi muito usado como critério diagnodstico antes da caracterizacao
molecular (Freeman et al., 1974; Van Den Berg and Francke, 1993). Além da
separacdo prematura do centrdbmero, também retardo anafasico, aneuploidia,
micronucleo, diminuicdo da proliferacdo celular e hipersensibilidade aos agentes
danificadores de DNA caracterizam o fenétipo celular da RBS (Vega et al., 2005).

Vega et al. (2005) estabeleceram uma associacéo entre a RBS e 0 gene
ESCO2 e descobriram a base molecular por tras desse fenbmeno citogenético, e
Schile et al. (2005) demonstraram que todo espectro fenotipico Roberts/SC-
Focomelia é causado por variantes patogénicas em ESCO2 (Schule et al., 2005).
Este gene pertence a familia Ecol de acetiltransferases e esta envolvida no
estabelecimento de coesdo das cromatides irmas na fase S; possui 11 éxons e seu
polipeptidio possui 601 aminoacidos (Vega et al., 2005; Vega et al., 2010). Apoés a
replicacdo do DNA, as cromatides irmds sdo mantidas unidas pela coesina, um
complexo de proteinas composto SMC1A, SMC3, RAD21, SAL,2, e PDS5 (Baneriji
et al., 2017). Foi proposto que o estabelecimento dessa coesao pode ser regulado
pela atividade de acetilacdo dessas proteinas. Dessa forma, a perda de
acetiltransferase de ESCO2 foi implicado no mecanismo molecular de RBS. Vega
et al. (2010) mostraram, através de um estudo de hibridizacdo in situ em embrides
humanos, que a expressdo do gene ESCO2 ocorre no cérebro, face, membros, rins
e gonadas, estruturas afetadas na RBS (Vega et al.,2010).

A maioria das variantes descritas envolvem introdug&o de um novo cédon de
parada prematuro em ESCO2, transcricdo por frameshift, nonsense ou variantes
splicing, resultando provavelmente em niveis menores de mRNA (Vega et al.,2010).
A grande maioria das variantes ocorrem em homozigose, sendo alguns
heterozigotos compostos, e em sua maioria ocorrem no éxon 3 e 4, as demais sao

distribuidas ao longo do gene (Afifi et al., 2016).
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Devido aos poucos casos relatados na literatura e a alta prevaléncia de
consanguinidade, a RBS € considerada um disturbio raro (Van Den Berg and
Francke, 1993), e sua prevaléncia é desconhecida.

O principal diagnoéstico diferencial € com a embriopatia por Talidomida,
Sindrome TAR, Anemia de Fanconi, Baller-Gerold e com algumas coesinopatias,
como Cornelia de Lange (Waldenmaier et al., 1978; Gordillo et al., 2006; Gerkes et
al., 2010; Banerji et al., 2017; Colombo et al., 2019). Recentemente, Colombo et al.
(2019) relataram dois casos que foram diagnosticados como Sindrome Baller-

Gerold e apos teste genético o diagndstico foi de RBS.

1.4 SINDROME DE OKIHIRO E O GENE SALL4

Os primeiros relatos das associacbes das anomalias da Sindrome de
Okihiro foram feitos no inicio do século XX por Crisp (1918), Mennerich (1923) e
Gifford (1926). A terminologia de Sindrome de Okihiro foi proposta por Hayes et al.
(1985), mas também é chamada de Sindrome de Duane de Raio Radial ou
Sindrome de DR, proposta por Temtamy (1986). Essa sindrome apresenta heranca
autossbmica dominante, com expressividade variavel inter e intra-familiar e
penetrancia reduzida (Hayes et al., 1985; Al-Baradie et al., 2002; Alves et al., 2016),
sendo alguns casos tao leves que ndo chegam a ser diagnosticados (Hayes et al.,
1985). Sua prevaléncia é desconhecida.

Defeitos radiais unilaterais ou bilaterais associados a anomalia de Duane
caracterizam a Sindrome de Okihiro. A anomalia de Duane é um disturbio congénito
da motilidade ocular, caracterizado por limitacdo variavel da aducao e retracao
ocular, estreitamento da fenda palpebral na aducdo e auséncia ou limitacdo grave
da abducdo. N&o é tdo rara e representa cerca de 1% dos casos de estrabismo
(Hayes et al., 1985). Apesar de os defeitos radiais dos membros superiores e a
Anomalia de Duane serem considerados as principais caracteristicas da doenca,
eles estdo presentes em apenas 91% e 65% dos casos, respectivamente (Alves et
al.,, 2016). Outras anormalidades comuns sdo anomalias cardiacas, renais,

vertebrais, de membros inferiores, anomalias faciais, perda auditiva
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neurossensorial, atresia anal e distarbios pigmentares (Hayes et al., 1985; Al-
Baradie et al., 2002; Alves et al., 2016). Nos membros superiores, a hipoplasia da
eminéncia tenar foi frequentemente observada e pode ser acompanhada por uma
incapacidade de flexionar a articulagéo interfalangica do polegar. J& anormalidade
do raio radial pode ser mais extensa, com auséncia do osso radial ou do antebraco
(Hayes et al., 1985). Esse disturbio se sobrepde parcialmente as sindromes de
Townes-Brocks e Holt-Oram (Al-baradie et al., 2002).

Kohlhase et al. (2002) e Al-Baradie et al. (2002) identificaram variantes no
gene SALL4 como causadoras da Sindrome de Okihiro. Esse gene possui quatro
éxons e codifica um fator de transcricdo de 1056 aminoacidos com oito motivos de
dedo de zinco (Al-Baradie et al., 2002; Kohlhase et al., 2002). A proteina SALL4
desempenha um papel importante durante o desenvolvimento embrionario,
interagindo com diferentes proteinas, tais como SALL1, TBX4 E TBX5 (Alves et al.,
2016). Pacientes com fendtipo clinico de Holt-Oram tiveram variantes de SALL4
identificadas (Kohlhase et al., 2003; Vanlerberghe et al., 2019) e acredita-se que as
interacbes entre SALL4 e SALL1, e entre SALL4 e TBX5, podem explicar a
sobreposicao fenotipica da Sindrome de Okihiro com as de Holt-Oram e Townes-
Brocks. Acredita-se que a Sindrome de Okihiro aconteca por haploinsuficiéncia de
SALL4 (Alves et al., 2016).

Variantes encontradas em SALL4 também causam uma condicéo alélica de
Sindrome de Okihiro, denominada Sindrome acro-renal-ocular (Kohlhase et al.,
2003; Borozdin et al., 2004b; Borozdin et al., 2004a). Até o momento do relato de
Alves et al. (2016), 28 variantes no gene SALL4 tinham sido relatadas como
causadoras da sindrome de Okihiro. A grande maioria corresponde a variantes
frameshift causadas por duplicacdes ou delecdes, e para todas elas ha predicao de
gue interrompam pelo menos um motivo de dedo de zinco (Alves et al., 2016). Uma
dessas variantes foi encontrada em um paciente previamente diagnosticado com
embriopatia por Talidomida (Kohlhase et al., 2003).

Por se sobrepor parcialmente a Townes-Brocks, Holt-Oram, e TE, esses sdo
os principais diagndsticos diferenciais. Outros diagnosticos diferenciais incluem
Anemia de Fanconi e Sindrome TAR, além de suas sindromes alélicas como acro-
renal-ocular (Al-Baradie et al., 2002; Kohlhase, 2004).
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1.5 SINDROME DE HOLT-ORAM E O GENE TBX5

A Sindrome de Holt-Oram (HOS) é uma sindrome rara que afeta membros e
coragao, com prevaléncia ao nascimento de 1/100.000 nascidos vivos, de heranca
autossdmica dominante e alta penetrancia (proximo a 100%), com expressividade
variavel, variando de achados subclinicos a focomelia e defeitos cardiacos graves
(Hurst et al., 1991; Basson et al., 1999; Patel et al., 2012). Foi descrita por Holt e
Oram (Londres, 1960) como uma sindrome de anormalidades nos membros
superiores e defeitos cardiacos. Eles relataram nove individuos afetados de quatro
geracbes de uma familia. A partir de entdo muitas familias foram reconhecidas
como tendo a mesma condic¢do, levando a uma série de relatos no inicio da década
de 1960 (Hurst et al., 1991). Atualmente, cerca de 300 casos foram descritos na
literatura (Vanlerberghe et al., 2019).

As malformac¢cdes nos membros superiores estdo sempre presentes e mais
comumente bilaterais e assimétricas. Envolvem estruturas do raio radial, que
variam de uma anormalidade sutil no carpo até defeitos proximais evidentes como
a focomelia. Podem apresentar aplasia, hipoplasia e fusdo ou desenvolvimento
andmalo, resultando em caracteristicas que vado de limitacdo de movimento,
polegares trifalangicos ou ausentes, antebracos encurtados até focomelia. Os
polegares sdo as estruturas mais comumente afetadas (84%) com
aplasia/hipoplasia radial em 64% dos casos. Defeitos do raio ulnar ocorrem apenas
guando o raio radial estd envolvido com menos gravidade (Basson et al., 1999;
Patel et al., 2012).

Os defeitos cardiacos sdo geralmente os defeitos de Comunicagéo
Interventricular (CIVS), mais comumente os Defeitos de Septo Atrial (DSA) ou
raramente Defeitos de Septo Ventricular (DSV), mas outros defeitos graves e
complexos ja foram descritos. (Basson et al., 1999; Patel et al., 2012). Em casos
familiares, 95% dos individuos demonstram ter problemas cardiacos. Acredita-se
gue nao ha associacdo entre a gravidade cardiaca e a gravidade dos defeitos de
membros (Patel et al., 2012).

Devido a uma combinacdo de claviculas curtas, hipoplasia da cabeca do

umero e musculatura diminuida, muito individuos apresentam ombros estreitos e
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inclinados para baixo. Acredita-se que a combinacédo tipica da sindrome seja o
polegar trifalangico e o defeito do septo atrial (DSA), mas ha uma variacdo na
gravidade dos defeitos dos membros e do coracéo (Patel et al., 2012). Os membros
inferiores sdo geralmente normais (Patel et al., 2012) e ndo ha defeitos faciais,
assim como o crescimento e desenvolvimento estdo dentro da normalidade (Hurst
etal., 1991, Patel et al., 2012). Nao existe um perfil facial que o discrimine de outras
sindromes mao-coracao (Patel et al., 2012).

Em 1997 Li et al. e Basson et al. demonstraram que a HOS é causada por
variantes patogénicas no gene TBX5 (Basson et al., 1997; Li et al., 1997). Esse
gene pertence a familia de genes T-box, que codificam fatores de transcricdo que
desempenham diversos papéis no desenvolvimento embrionario. Os genomas de
camundongos e humanos contém pelo menos sete membros da familia de genes
T-box, sendo eles TBXT, TBR1, TBX1, TBX2, TBX3, TBX4, TBX5 e TBX6 (Basson
et al., 1999). Algumas sindromes sao associadas a variantes patogénicas nesses
genes além do TBX5 em Holt-Oram, como TBX1 na Sindrome de DiGeorge, TBX3
na Sindrome Ulnar-mamaria (Patel et al., 2012).

O gene TBX5 codifica um fator de transcricdo que contém motivos de ligacao
gue interagem com os sulcos maiores e menores do DNA, ativando seus genes-
alvo (Boogerd et al., 2010). Uma alteracdo de aminoacidos perto da extremidade
amino-terminal do T-box parece afetar interagdes com o sulco maior do DNA e as
que alteram aminoacidos na extremidade carboxila do T-box parecem afetar as
interacGes no sulco menor (Basson et al., 1999).

Este gene possui nove éxons que codificam uma proteina de 518
aminoacidos (Rios-Serna et al., 2018; Vanlerberghe et al., 2019). Mais de 90
variantes ja foram descritas (Rios-Serna et al., 2018), e a maioria dos afetados
possui variantes patogénicas sem sentido, resultando na proteina TBX5 truncada e
haploinsuficiente (Basson et al., 1999; Patel et al., 2012; Vanlerberghe et al., 2019).
As variantes sdo encontradas ao longo de todos os éxons, mas a maioria esta
dentro da regido que corresponde ao dominio de ligacdo ao DNA do T-box
(Boogerd et al.,, 2010). O tipo de variante encontrada néo prediz o fendtipo
(Brassington et al., 2003), e acredita-se que as dele¢bes de todo o gene ou éxons

sejam semelhantes as variantes patogénicas que causam proteina truncada,
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devido a reducéo da dosagem de TBX5 (Patel et al., 2012). Além disso, variantes
patogénicas de novo parecem relativamente frequentes na HOS (Basson et al.,
1999; Rios-Serna et al., 2018; Vanlerberghe et al., 2019).

Em um estudo retrospectivo realizado por Vanlerberghe et al. (2019), foram
avaliados molecularmente 212 pacientes com diagndstico clinico para HOS, a
maior série molecular descrita até o momento para esta sindrome. Eles
encontraram uma taxa de deteccao de variantes em TBX5 de 58%. Das variantes
encontradas, 87% eram alteracdes de ponto, sendo que a maioria levava a uma
proteina truncada (37% nonsense, 26% frameshift, 10% splice site), 14% foram
variantes missense, 8% delecdes intragénicas, 4% duplicacbes intragénicas, e
uma translocacao aparentemente equilibrada t(2; 12)(q31; q24.3), implicando o
locus TBX5. Defeito cardiaco foi observado em 91% dos pacientes, sendo o defeito
do septo atrial mais frequente (61,5%). Os defeitos dos membros superiores foram
bilaterais em 96% dos pacientes e assimetria foi observada em 91% quando a
informacdo estava disponivel. Eles ainda observaram falta de penetrancia para
quatro variantes, e um pai assintomatico apresentou mosaisimo somatico para uma
variante encontrada em seu filho. Alguns pacientes com diagndstico clinico para
HOS tiveram variantes em SALL4, e outros apresentaram quebra cromossémica
para Anemia de Fanconi e microdelecdo 1921.1 envolvendo RBMS8A, para TAR.
Ainda, alguns pacientes ficaram sem confirmag¢ao molecular.

A hipotese de heterogeneidade genética ja foi anteriormente levantada.
Entretanto, Vanlerberghe et al. (2019) avaliaram os casos que tinham diagndstico
clinico de HOS sem variantes em TBX5 para 124 genes envolvidos no
desenvolvimento de membros, e ndo encontraram nenhum gene candidato. Dessa
forma, acredita-se que algumas variantes regulatérias podem estar envolvidas nas
malformacgdes causadas em HOS.

Os principais diagndsticos diferenciais sdo Sindromes de Okihiro, Townes-
Brocks, TAR, Ulnar-mamaria, Anemia de Fanconi, embriopatia por Talidomida e por
Valproato, e associacdo VACTERL (Hurst et al., 1991; McDermott et al., 2004).
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1.6 SINDROME DE TROMBOCITOPENIA E AUSENCIA DE RADIO (TAR)

A Sindrome de trombocitopenia e auséncia de radio (TAR) é caracterizada
principalmente por trombocitopenia transitéria e auséncia de radio bilateral com
preservacdo de polegar. Entretanto, sua expressdo € variavel e outras
caracteristicas podem estar presentes, tais como: defeitos renais e cardiacos,
alergia ao leite de vaca e deficiéncia intelectual. E herdada com um padréo
autossOmico recessivo: cerca de 95% dos casos apresentam microdelecao de
1921.1 envolvendo o gene RBM8A em um alelo e variantes regulatérias na regido
5" UTR ou no primeiro intron do outro alelo. Nos 5% restantes, foram identificadas
variantes bialélicas: inativadora em um alelo e com reduc¢éo de expressao no outro
(Albers et al., 2012; Al-Qattan, 2016).

A proteina RBM8A (ou Y14) € um componente do complexo de juncéo
exbnica (EJC) que se liga na juncdo de emenda no mRNA durante o splicing de pré
MRNA, permanecendo ligado até a traducdo. O EJC possui vérias funcoes,
incluindo o transporte de mRNA e marcacdo no mecanismo de degradacdo de
MRNA mediada por mutacdo sem sentido (NMD - Nonsense-mediated decay).
RBMB8A € expressa amplamente nas células humanas e sua perda total ndo é
compativel com a vida, porém uma reducao de 50% nédo causa anormalidade. Para
o fendtipo de TAR, € necesséaria uma supressdo de mais de 50% de RBMS8A.
Recentemente se hipotetizou que os defeitos observados em TAR podem ser
devidos a baixa quantidade de RBM8A e maior disponibilizacdo de ubiquitina para
degradacdo de FGFRL1, necessaria para a sinalizacdo de FGF8. A RBM8A forma
um complexo com MAGOH, e este complexo € ligado pela importin-13 a Ubc9
(enzima conjugadora da ubiquitina 9), e com isso mais ubiquitina fica disponivel
para degradagédo de FGFR1. Quando a degrada¢édo do FGFRL1 é alta, o sinal FGF8
€ atenuado. FGF8 € uma proteina difusivel na crista ectodérmica apical (AER),
acarretando em maior concentracdo na area do polegar do que a area do raio,
promovendo assim auséncia de radio com preservacao de polegares. A FGFR1
também parece desempenhar um papel na trombocitopenia transitoria, alergia ao

leite de vaca, defeitos cardiacos/renais e deficiéncia intelectual (Al-Qattan, 2016).
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1.7 OUTRAS SINDROMES MALFORMATIVAS

Outras sindromes malformativas com DRM com acometimento do raio radial
que podem apresentar sobreposicao fenotipica com embriopatia por Talidomida
incluem: Anemia de Fanconi, Sindrome Baller-Gerold, Cornelia de Lange,
Rapadilino, Townes-Brocks e Associacdo VACTERL.

A Anemia de Fanconi (FA) foi descrita pela primeira vez pelo pediatra suico
Guido Fanconi em 1927 e é caracterizada por anormalidades fisicas, aumento do
risco de neoplasia e faléncia da medula 6ssea. O fendtipo fisico em pacientes com
FA é extremamente heterogéneo. Algumas malformacfes incluem pigmentacéo
cutanea anormal, malformacdes esqueléticas dos membros superiores e inferiores,
anomalias oftalmicas e do trato geniturinario. A insuficiéncia progressiva da medula
O0ssea geralmente inicia com trombocitopenia ou leucopenia. Possui alta
heterogeneidade genética e variantes em mais de 20 genes foram descritas em
pacientes com FA, sendo que pelo menos a metade dos casos sdo atribuidos as
variantes no gene FANCA, causando FA do subtipo A. As variantes no FANCB
possuem heranca ligada ao X, as variantes de FANCR sdo autossdmicas
dominantes e as demais seguem um padrdo de heran¢a autossdémico recessivo.
Estes genes codificam proteinas que atuam em uma complexa rede de reparo ao
DNA (Mehta and Tolar, 2002; Fiesco-Roa et al., 2019).

A Sindrome Baller-Gerold (BGS), assim como a Sindrome Rapadilino, sédo
causadas por variantes no gene RECQL4, que codifica uma proteina da familia das
helicases. Suas variantes parecem impedir o processo normal de reparo e
replicacdo do DNA, e tem heranca autossomica recessiva. A BGS foi descrita em
1950 e é caracterizada por aplasia/hipoplasia radial e craniossinostose. Ja a
Rapadilino foi descrita originalmente em pacientes finlandeses e seu nome é um
acrobnimo de suas caracteristicas clinicas: aplasia/hipoplasia RAdial,
aplasia/hipoplasia das PAtelas e PAlato altamente fendido ou arqueado, Dlarréia e
articulacbes desalocadas (Dlslocated joints), baixa estatura e malformacdes nos
membros (Llttle size and LImb malformation), e nariz fino e inteligéncia normal

(NOse slender and NOrmal intelligence) (Dietschy et al., 2007).
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A sindrome de Cornelia de Lange (CdLS) foi descrita em 1933 por uma
pediatra francesa de mesmo nome e € caracterizada por aparéncia craniofacial
distinta, restricdo de crescimento e malformac¢dées nos membros. Entretanto, nem
todos os casos exibem o fendtipo classico e existe uma variabilidade de leve a
grave. CdLS é causada por variantes em genes que codificam proteinas
relacionadas ao complexo de coesinas, tais como: NIPBL, SMC1A, SMC3, RAD21,
BRD4, HDAC8 e ANKRD11, e assim como a Sindrome de Roberts, a CdLS é
categorizada como uma coesinopatia. Cerca de 70% dos casos possuem variantes
no gene NIPBL, e alguns genes segregam de forma autoss6mica dominante,
enguanto outros sao ligados ao X. O primeiro consenso internacional de diagndstico
e manejo de CdLS foi publicado em 2018 (Kline et al., 2018).

A Sindrome Townes-Brocks possui heranca autossémica dominante e foi
descrita pela primeira vez por Townes e Brocks em 1972. E caracterizada
geralmente por uma triade de anomalias: anus imperfurado, orelhas displasicas e
malformacdes do polegar. Possui uma expressividade variavel e pode incluir
malformacdes adicionais como anomalias renais e cardiacas e defeitos oculares. E
causada por variantes no gene SALL1, que codifica um fator de transcricdo que
atua como um repressor transcricional (Miller et al., 2012).

A associacdo VACTERL foi formalmente descrita no inicio dos anos 1970.
Seu nome € um acrénimo de uma associacao ndo aleatdria de varios defeitos:
defeitos Vertebrais, atresia Anal, defeitos Cardiacos, fistula Traqueo-Esofégica,
anomalias Renais e anomalias dos membros (Limbs). Atualmente, ndo ha um
conjunto bem aceito de critérios diagnosticos, mas a maioria dos clinicos e
pesquisadores exige a presenca de pelo menos trés componentes de VACTERL
para o diagnostico. Sua causa ainda é desconhecida, mas acredita-se que tenha
forte heterogeneidade etiologica e algumas analises sugerem subgrupos dentro do
conjunto geral da Associacdo VACTERL. Algumas hipéteses tem sido levantadas,
como a possibilidade de que a associacdo VACTERL seja na verdade uma colecao
de muitas condi¢cBes genéticas monogénicas diferentes. Outra € a de que ocorra
devido a fatores epigenéticos ou ainda que nado tenha causa genética mas sim
teratogénica. As principais caracteristicas de VACTERL afetam espacialmente

cinco sistemas anatdmicos diferentes que ocorrem temporalmente em pontos
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variaveis durante a embriogénese, e essa distribuicdo espaco-temporal dificulta
uma explicacdo unificadora. Possivelmente deva-se a heranca multifatorial, com

interacdo de alelos de suscetibilidade e fatores ndo genéticos (Solomon, 2018).

1.8 JUSTIFICATIVA

Defeitos de reducdo de membros sdo anomalias relativamente frequentes
na espécie humana, com uma prevaléncia estimada de 1.6 /10.000 nascimentos no
Brasil. O Brasil é o Unico pais do mundo que ainda apresenta novos casos de TE,
e continua, portanto, importante diagnéstico diferencial em casos de DRM. Algumas
sindromes genéticas possuem muita similaridade com TE, especialmente Roberts,
Okihiro e Holt-Oram, que no passado ja foram diagnosticadas erroneamente como
TE. Dessa forma, o diagnéstico molecular de sindromes de expressao fenotipica
semelhantes e identificagdo da variante causadora é fundamental para o

aconselhamento genético.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar variantes em genes relacionados a sindromes de reducdo de
membros com acometimento predominantemente radial em pessoas com defeitos

de reducéo de membros.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a frequéncia de variantes nos genes ESCO2, TBX5 e SALL4 através de
painel em sequenciamento de nova geracado (NGS) em uma amostra de pacientes
com defeitos de reducdo de membros.

b) Identificar associa¢des entre variantes com os tipos de anomalias de membros.
c) Predizer funcionalmente o impacto das variantes identificadas no fenétipo
apresentado para as variantes que ndo possuem funcionalidade descrita.

d) Comparar a frequéncia das variantes identificadas com aquelas descritas em
bancos de dados publicos e em pessoas com embriopatia por Talidomida.
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Introducéo

Desde a tragédia da talidomida, quando mais de 10.000 casos de
embriopatia por Talidomida (TE) ocorreram entre 1958 e 1963 nos paises onde
estava disponivel (Lenz, 1988; Matthews and McCoy, 2003), os defeitos de reducéao
de membros (DRM) passaram a ter como possivel etiologia a exposicdo aos
teratdgenos ambientais (Castilla et al., 1995). Estes podem ser definidos como a
auséncia ou hipoplasia de ossos longos, metacarpais, metatarsais ou falanges. Os
DRM podem ser subdivididos em auséncia completa do membro/amelia e auséncia
parcial: defeito intercalar (focomelia, por exemplo), defeito transverso terminal
(porcado distal e parte inferior do braco ausente), defeito longitudinal pré-axial (
radio/tibia e polegar/hélux), defeito longitudinal central (segundo ao quarto dedo),
defeito longitudinal pds-axial (ulna/fibula e do quinto dedo), e defeito longitudinal
pré-axial e pés-axial. (Gold et al., 2011) No Brasil, entre os anos de 2005 e 2010, a
prevaléncia de defeitos de reducdo de membros foi estimada em 1,6 em cada
10.000 nascidos vivos (Vianna et al., 2013).

A TE consiste em uma série de anomalias congénitas causadas pelo uso de
talidomida durante a gravidez (Newman, 1986). A talidomida foi retirada do
mercado no inicio dos anos 1960 em escala mundial, mas no Brasil, apesar de ter
sido banida também em 1962, acredita-se que seu uso ndo foi interrompido por
causa de sua eficacia no tratamento do Eritema Nodoso Hansénico (ENH),
comprovado a partir de 1965 (Smithells and Newman, 1992). Os registros
brasileiros mostram que a prevaléncia da hanseniase no Brasil pode chegar a
10,2/10.000 em regibes endémicas (Vianna et al., 2017), onde 24.000 casos de
hanseniase multibacilar sdo diagnosticados anualmente dos quais 30% a 50%
apresentardo ENH. A partir desta estimativa, aproximadamente 10.000 individuos
sao possiveis usuarios da talidomida (Vianna et al., 2011). O Brasil € o Unico pais
do mundo que ainda registra casos de TE, mesmo com restricbes impostas
(Schuler-Faccini et al., 2007), sendo os ultimos reconhecidos em 2011 (Vianna et
al., 2013).

Entre 10 e 50% das mulheres que ingerem talidomida durante o periodo de

sensibilidade terao filhos afetados, mesmo em pequenas doses como 50 e 100mg.
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A janela teratogénica foi estabelecida entre 20 a 36 dias apds a fertilizacdo, ou 34°
ao 50° dia apoés a ultima menstruacdo (Newman, 1986). O mecanismo pelo qual a
talidomida causa deficiéncias nos membros e outras malformagfes é complexo e
ainda esta sendo investigado. Sabe-se que a talidomida promove a degradacgéo de
SALL4, uma proteina importante que atua nas vias de desenvolvimento de
membros, e variantes patogénicas no gene causam a Sindrome de Okihiro ou
Sindrome de Duane do Raio Radial (Donovan et al., 2018), muito parecida
fenotipicamente com a TE. Entretanto, a talidomida parece interagir diretamente
com 33 proteinas, onde CTNNBle NOS3 aparecem como alguns dos alvos
principais (Kowalski et al., 2019). Outro alvo da talidomida é a TBX5, variantes no
seu gene causam a Sindrome de Holt-Oram e que também possui similaridade com
a TE (Khalil et al., 2017).

Os DRM possuem uma variedade de etiologias, desde desordens genéticas
até exposicdo ambiental e causas mecanicas, como ruptura prematura das
membranas amniéticas (McGuirk et al., 2001; Gold et al., 2011), sendo a TE
fenocdpia de outras sindromes genéticas. Isto é, causas hereditarias podem ser
encontradas para defeitos de membros semelhantes a TE, tais como: Sindrome de
Roberts, Sindrome de Holt-Oram, Sindrome de Okihiro, Anemia de Fanconi,
Sindrome Trombocitopenia e Auséncia de Radio (TAR), complexo fémur-fibula-
ulna, entre outras (Lenz, 1988; Smithells and Newman, 1992; Vianna et al., 2011,
Mansour et al., 2019). No entanto, as sindromes que parecem ter maior dificuldade
de diagnosticos diferenciais para TE sao as sindromes de Roberts, Holt-Oram e
Okihiro, pois alguns casos ja foram previamente classificados como TE, antes da
identificacdo de sua base molecular (Freeman et al., 1974; Van Regemorter et al.,
1982; Kohlhase et al., 2002).

Nos dias atuais a TE continua sendo motivo de busca de compensacao legal
por parte do estado (Moro and Invernizzi, 2017), por sua disponibilidade no sistema
de saude brasileiro. Dessa forma, o diagnostico diferencial com sindromes de
expressao fenotipica semelhantes é fundamental, inclusive para o aconselhamento

genético.
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O objetivo deste estudo foi revisar as anomalias congénitas associadas a TE
e as principais sindromes ou associacfes malformativas com fenétipo semelhante,

salientando as diferencas que podem ajudar no seu diagndstico diferencial.

Métodos

Como critérios de inclusdo foram selecionadas sindromes ou associacdes
malformativas (chamadas a partir de agora apenas sindromes malformativas) com
defeitos de reducdo de membros com acometimento radial. E como critérios de
exclusdo, sindromes ou associa¢des onde os defeitos de reducdo dos membros
eram caracteristicamente transverso-terminais.

A partir do fendtipo clinico em revisdo de literatura, doze sindromes
malformativas foram selecionadas. Séo elas, como seu cédigo OMIM: Anemia de
Fanconi (#227650), Sindrome acro-renal-ocular (#607323), Baller-Gerold
(#218600), Cornelia de Lange (#122470), Holt-Oram (#142900), Okihiro (#607323),
Rapadilino (#266280), Roberts (#268300), SC-Focomelia (#269000), TAR -
Trombocitopenia e auséncia de radio (#274000), Townes-Brocks tipo 1 e 2
(#107480/#617466) e Associacdo VACTERL (%192350). Anemia de Fanconi e
Cornelia de Lange possuem varios subtipos, e aqui escolnemos a Anemia de
Fanconi do tipo A e a Cornelia de Lange do tipo 1, que séo as mais frequentes entre
seus subtipos, como forma de simplificar nossa andlise.

A revisao foi realizada através do HPO — Human Phenotype Ontology

(https://hpo.jax.org/app/), um banco de dados que reune anomalias (fenétipos)

padronizadas de doencas raras usando o OMIM, Orphanet e DECIPHER, além de
mineracao de texto do PubMed seguida de curadoria manual. O HPO esta sendo
cada vez mais adotado como padrdo para anormalidades fenotipicas por diversos
grupos mundialmente reconhecidos, laboratorios clinicos, recursos biomédicos e
ferramentas de software (Kohler et al., 2014).

Extraimos os dados do HPO em janeiro de 2019 e comparamos as
sindromes malformativas entre si. Townes-Brocks tipo 2 (#617466) foi retirada

desta analise devido ao baixo numero de entradas no HPO (=10). Os dados
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moleculares das doencas foram extraidos do OMIM - Online Mendelian Inheritance

in Man® (https://www.omim.org/), GHR - Genetic Home Reference

(https://ghr.nim.nih.gov/) e GeneCard (https://www.genecards.org/ - Stelzer et al.,
2016).

A classificacdo de anomalias congénitas da TE seguiu o0 proposto por

Mansour et al. (2019), categorizadas por especificidade: Altamente sugestivas de
TE (ocorrem raramente em outras condi¢des); Nao especificas (ocorrem em TE e
outras condi¢des); Ocasionais (anomalias comuns ocasionalmente associadas a
TE).

Resultados

A Tabela 1 apresenta as anomalias congénitas da TE que néo estédo
presentes nas sindromes malformativas com sobreposicédo fenotipica. A Tabela 2
apresenta os dados detalhadamente, fazendo a comparacgéo entre TE e sindromes.

A Tabela 3 apresenta as anomalias congénitas sugestivas de TE
comparativamente a algumas anomalias diferenciais das demais sindromes
malformativas com fendétipo similar a TE. Isto é, aquelas anomalias que nao foram
encontradas em outra sindrome nesta comparacdo. A lista completa dessas
anomalias diferenciais pode ser consultada no final da Tabela 4 em “Outros
achados”, além de toda a comparacdo de anomalias entre as sindromes
malformativas.

Embora anomalias ndo especificas e ocasionais para TE também foram
encontradas somente em TE quando comparadas as sindromes malformativas,
agui incluimos somente as altamente sugestivas de TE. Destacamos anomalias da
cintura escapular, tais como acrémio longo e proeminente, hipoplasia do glendide,
além de amelia, anotia e vesicula biliar ausente.

A Anemia de Fanconi parece bem marcada para anormalidades de
pigmentacdo na pele, além de uma anemia mais grave do que a encontrada em
TAR.
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Anormalidades de laringe e traqueia, do disco intervertebral, medula
ancorada, artéria umbilical Gnica e aplasia/hipoplasia de pulmdes marcam a
Associacado VACTERL.

A sindrome Acro-renal-ocular ndo possui anomalias muito diferenciais, mas
destacam-se o diverticulo de bexiga, fusédo vertebral e falange distal do polegar
curta - frequentemente encontrada nessa sindrome.

Baller-Gerold possui algumas alterac6es diferenciais de face e cabec¢a, como
a braquiturricefalia, além de poiquilodermia.

Para a Cornelia de Lange, muitas alteracfes faciais distintas estéo
presentes, como sinofre, além de micromelia.

Holt-Oram € marcado por claviculas curtas e ombros inclinados para baixo,
além de relativa frequéncia de ectrodactilia.

Para Okihiro foram identificadas apenas hipoplasia do peitoral e conduto
auditivo externo em forma de fenda como anomalias diferenciais.

Rapadilino apresenta também altera¢gBes de face distintas e pele moteada.

O diagndstico diferencial para Roberts pode ser feito principalmente com
proeminéncia de genitalia externa (falo/clitéris, e pequenos labios aumentados),
oOrbitas oculares rasas e opacificacdo do estroma corneano.

Townes-Brocks possui alteracdes diferenciais de orelha, tais como orelha de
satiro, orelha Stahl e fossa pré-auricular.

SC-focomelia apresenta ossos wormianos e distintos cabelos claros
(conhecido como silvery-blond hair).

A Sindrome TAR pode apresentar clavicula em forma de gancho, joelho varo
(genu varum), alergia ao leite de vaca e aplasia de utero, por exemplo.

Uma estatistica descritiva desta analise esta apresentada na tabela 5.

A sindrome Cornelia de Lange e a Sindrome TAR sdo as que mais possuem
anomalias especificas, 52.1% e 49.3%, respectivamente (coluna 1). As sindromes
gue mais apresentaram sobreposicao de fenotipos entre si (anomalias que estao
presentes em duas ou mais sindromes malformativas) foram: Acro-renal-ocular,
SC-Focomelia, Okihiro e Roberts (71.3% — 88.6%) — coluna 2.

Em relagcédo a sobreposi¢cdo destes fendtipos com a TE (coluna 3), Okihiro,

acro-renal-ocular e SC-focomelia sdo as mais sobrepostas (34.6%, 29.5%, e
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29.2%, respectivamente). Por outro lado, analisamos também a sobreposicdo de
fendtipos de TE com essas sindromes (a partir da Tabela 2). Aqui, alguns fenétipos
estdo em agrupamento. As sindromes mais sobrepostas sdo Cornelia de Lange e
Sindrome de Roberts, ambas com 31% (coluna 4). Logo, as sindromes que mais
podem necessitar de diagnosticos diferencial com TE séo Okihiro, Acro-renal-ocular
e SC-Focomelia e TE mais frequentemente necessita de diagndstico diferencial
com Roberts e Cornelia de Lange. Entretanto, Cornelia de Lange do tipo 1 possui
frequentemente caracteristicas faciais distintas, o que faz com que na préatica clinica
o diagndstico diferencial seja realizado principalmente para Roberts.

Na tabela 6, estdo disponiveis os dados moleculares dessas doencas, assim

como prevaléncia e modo de heranca.

Discussao

Embora por muito tempo a TE tenha sido considerada uma sindrome que
nao apresenta caracteristica Unicas (Smithells and Newman, 1992), Mansour et al.
(2019), mostraram que anomalias da cintura escapular, tal como hipoplasia do
glendide e acrébmio longo, parecem ser bem especificos de TE, e aqui nés
reforcamos esses achados quando comparados com outras doze sindromes
malformativas. Esses achados s&o diferentes dos encontrados em Holt-Oram,
enguanto o acromio longo em TE torna o ombro pontiagudo, Holt-Oram tende a
apresentar claviculas curtas e ombros inclinados para baixo. Ainda, estes também
diferem de TAR, que apresentam claviculas em forma de gancho. Além disso,
outras malformacdes também parecem ser Unicas de TE, como anotia, amelia,
vesicula biliar ausente, entre outras.

Em oposicdo a Roberts, que apresenta uma proeminéncia das genitalias
externas, TE tende a apresentar genitalia externa hipoplasica. Cornelia de Lange
pode ser facilmente diferenciada pelas suas caracteristicas faciais especificas.
Entretanto, ressaltamos que os achados aqui descritos correspondem a Cornelia
de Lange do tipo 1 e que nem todos 0s casos possuem caracteristicas faciais

marcadas. Cornelia de Lange possui pelo menos 5 subtipos e sdo causados por
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uma variedade de genes (Kline et al., 2018). A sindrome de Okihiro e Acro-renal-
ocular foram as sindromes que menos apresentaram anomalias diferenciais, o que
pode tornar o diagnéstico diferencial clinico bastante dificil. Na tabela 2, algumas
anomalias diferenciais sdo também relativamente frequentes na sindrome
(sublinhadas) e talvez possam ser considerados bom marcadores fenotipicos no
diagnéstico diferencial.

A alta sobreposicdo fenotipica encontrada entre Acro-renal-ocular, SC-
Focomelia, Okihiro e Roberts podem ser explicadas em parte pelo mecanismo
molecular comum: Acro-renal-ocular e Okihiro sdo causadas por variantes
patogénicas em SALL4 e Roberts e SC-Focomelia sdo causadas por variantes
patogénicas em ESCO2. Acro-renal-ocular € geralmente descrita como uma
sindrome alélica de Okihiro, mas alguns autores tendem a considerar como uma
mesma condicéo (Becker et al., 2002; Kohlhase et al., 2003; Borozdin et al., 2004b;
Borozdin et al., 2004a; Kohlhase et al., 2005; Alves et al., 2016; Vargesson, 2019).
O mesmo ocorre com Roberts e SC-Focomelia: SC-Focomelia é descrita
geralmente com um fenotipo mais brando que Roberts e diferenciada por um score,
no entanto alguns autores defendem que ambas condi¢cdes sejam unificadas ou
apenas reportam qualquer condicdo de ESCO2 como Sindrome de Roberts (Van
den Berg and Francke, 1993; Vega et al., 2010; Gerkes et al., 2010; Goh et al.,
2010; Keypour et al., 2013; Afifi et al., 2016; Sezer et al., 2019). A divergéncia
ocorre ndo somente na literatura, mas também em bancos de dados e ferramentas
online, pois algumas trazem as condi¢des unidas, como “Desordens relacionadas
a SALL4” e “Espectro Roberts/SC-Focomelia”, enquanto outras ferramentas as
trazem como entidades separadas.

Na presente analise verificamos que cerca da metade das anomalias - de
acordo com HPO, de Acro-renal-ocular ndo sao sobrepostas com Okihiro, assim
como entre Roberts e SC-Focomelia. Um viés importante a ser citado aqui é o fato
dessas doencas serem raras e algumas estarem mais bem descritas (com maior
namero de entradas no HPO) do que outras. Baller-Gerold e Rapadilino, por
exemplo, também sdo causadas pelo mesmo gene (RECQL4), mas Baller-Gerold
possui 83 entradas, contra 18 entradas de Rapadilino. E preciso avaliar até que

ponto se trata de uma variabilidade intra e interfamiliar ou se de fato sao diferentes
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sindromes genéticas. Um diagnéstico bem definido € importante ndo somente para
0 aconselhamento genético, visto que algumas condi¢cdes podem ser mais brandas
do que outras, mas também é importante do ponto de vista epidemiolégico. Maiores
estudos, que incluam uma correlacdo genotipo-fendtipo seriam indicados,
entretanto, a raridade destas doencas pode tornar este estudo dificil.

Ainda sobre o HPO, além do nimero de entradas variar para cada doenca,
as entradas variam das mais genéricas as mais especificas. Também encontramos
entradas com cédigos diferentes, mas mesmo significado, tal como: desvio radial
da méo (HP:0004059/HP:0009486), sinostose carpal (HP:0005048/HP:0009702) e
displasia renal multicistica/policistica (HP:0000003/HP:0000113). Estes fatos
podem deixar as compara¢cdes mais dificeis e menos fidedignas. Ainda assim, se
usado com devida curadoria, o HPO é uma boa ferramenta para analise de
fendtipos, uma vez que consegue reunir um bom numero de fenotipos para varias
doencas.

Pacientes com Sindrome de Roberts, Holt-Oram, e Okihiro ja foram
anteriormente diagnosticados como TE (Freeman et al., 1974; Van Regemorter et
al., 1982; Kohlhase et al., 2003), e sdo considerados os principais diagnoésticos
diferenciais para TE. Aqui nés enfatizamos essa similaridade e demonstramos que
Sindrome de Roberts é de fato a que mais possui sobreposi¢édo de fenotipos com
TE, e geralmente € o primeiro diagnostico diferencial em casos de suspeita de TE.

Molecularmente essa sobreposicado de fendtipos entre TE e Holt-Oram e
Okihiro é explicada pela reducéo de TBX5 e SALL4 em resposta a talidomida: TBX5
€ um fator de transcricAio que desempenha um papel importante no
desenvolvimento de membros e coracao - é um alvo direto da talidomida, impedindo
até 40% de se liga-lo ao DNA (Khalil et al., 2017). Além disso, o TBX5 também
parece ativar a expressao de SALL4, outro importante fator de transcricdo no
desenvolvimento dos membros e que também é alvo da talidomida (Knobloch and
Ruther, 2008; Donovan et al., 2018). A sobreposicdo de TE e Roberts ainda nao
estd bem correlacionada, mas acredita-se que pode ser explicada pelo comum
mecanismo teratogénico de apoptose induzido durante o desenvolvimento
embrionério (Cassina et al., 2017; Donovan et al., 2018). Com isso, reforcamos a

importancia da analise molecular em todos os pacientes com suspeita de TE para
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fechar o diagndstico diferencial, uma vez que as sindromes apresentam grande
variabilidade fenotipica e ndo ha garantia da presenca de fendtipos especificos.
Para o nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que avalia com
detalhes os fenotipos dos diagndsticos diferenciais para varias doencgas similares a
embriopatia por Talidomida. Enquanto Mansour et al. (2019) trabalham em um
algoritmo para o diagnostico diferencial e expdem alguns fenoétipos Uteis ao
diagnéstico diferencial, aqui nos levantamos em maior detalhes as caracteristicas

clinicas para o diagndstico diferencial para TE e doencas de fendtipos similares.
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Tabela 1 — Achados especificos de TE quando comparados as sindromes

malformativas de fenétipo similar

Regido anatomica Anomalia
Sugestivo de TE'
Membros superiores Amelia

Membros superiores

Deficiéncia proximal do umero

Membros superiores

Fusdo de ossos longos Umero-radial; Umero-ulnar

Membros superiores

Acromio longo

Membros superiores

Hipoplasia do glendide

Cinto escapular

Ombro deslocavel

Cinto escapular

Ombro pontiagudo - projetando jungao acromio-clavicular

Membros inferiores

Deficiéncia Femoral Proximal Focal

Membros inferiores

Amelia de membro inferior

Ouvidos

Anotia

Trato Gastrointestianal

Vesicula biliar ausente

N3o especifica?

Membros inferiores

Luxagdo da fibula no joelho

Membros inferiores

Fusdo de télus e calcaneo

Membros inferiores

Halux trifalangico; duplicagdo do halux

Olhos

Lagrimas de crocodilo

Torax

Pulm3o direito bilobado

Genitalia - Interna

Vagina septada/atresia

Ocasional®

Trato Gastrointestianal

Apéndice ausente

Genitalia - Interna

Ducto deferente interrompido, trompa de faldpio interrompida

Regido Oral

Paralisia do palato mole

Regido Oral

Dentes ausentes/dentes sobrepostos

Coluna Vertebral

Espondildlise/espondilolistese L5

Sistema nervoso central

Epilepsia

Adaptado de Mansour et al. (2019) "Anomalias altamente sugestivas de TE (ocorre raramente em
outras condi¢des); 2Anomalias n3o especificas de TE (ocorrem em TE e outras condigbes);
3Malformacdo comum e ocasionalmente associado a TE.




Tabela 2 - Fenotipos de TE e diagndsticos diferenciais

» c )
8 [o] 7] )
S E =B . o 2
S & 5§ 3 5 2 £ £ ¢ . 8 E
Categoria Fenétipo Especificidade & § ¢ 2 g £ B g 8 < o 5
¢ = &2 53 5 0 § & & € <
o € [ c I ('3 () 3
- o () = 7.3 o
Q c (=) =
< < o
Membros superiores Defeito pré-axial/defeito do raio radial de membro N&o especifica> v v Vv VvV V Vv Vv V Vv V V V
Membros superiores Polegar hipoplasico/polegar trifalangico/ausente N3o especifica®? v v v v v v v v Vv Y
Membros superiores Focomelia Sugestivo de TE v VY v v oV
Membros superiores Forma éssea anormal do Umero Sugestivo de TE' N v v
Membros superiores Oligodactilia N&o especifica? v v v
Membros superiores Eminéncia tenar hipoplasica N3o especifica® v VY
Membros superiores Amelia Sugestivo de TE'
Membros superiores Deficiéncia proximal do Umero Sugestivo de TE'
Membros superiores (caracteristicas .- . .
P L _( Radio: forma éssea anormal SugestivodeTt' v Vv V V V V V V JV v
radioldgicas)
Membros superiores (caracteristicas o , . .
P i ,( Ossos do carpo: fusdo; forma anormal; numero reduzido  Sugestivo de TE' N4 N v v
radioldgicas)
Membros superiores (caracteristicas . . ~ .
P . . .( Sinostose radio-ulnar N3o especifica® v v v
radioldgicas)
Membros superiores (caracteristicas a . .
P L _( Acrdémio longo Sugestivo de TE'
radiolégicas)
Membros superiores (caracteristicas - . S .
P o, _( Fusdo de ossos longos Umero-radial; Umero-ulnar Sugestivo de TE!
radiolégicas)
Membros superiores (caracteristicas . . . . .
. Hipoplasia do glenoide Sugestivo de TE
radiolégicas)
Cinto escapular Cintura escapular anormal Sugestivo de TE' Vv v
Cinto escapular Ombro deslocavel Sugestivo de TE!
. Ombro ponteagudo - projetando jungao acromio- .
Cinto escapular P & P .J june Sugestivo de TE
clavicular
Coluna Vertebral Espondildlise/espondilolistese L5 Ocasional®
Térax Anormalidades da costela Ocasional® v v Y v Vv
Toérax Pulméo direito bilobado N3o especifica?
Membros inferiores Pé torto Ocasional® v v v v
Membros inferiores Focomelia Sugestivo de TE' v v
Membros inferiores Luxac¢do do quadril Ocasional® v v v
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Tabela 2 - Fenétipos de TE e diagnésticos diferenciais (continuagdo)

» c )
8 [o] 7] )
: £ 2§ o . = 3
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Membros inferiores Polidactilia Pré-axial N3o especifica? v v
Membros inferiores Tibia curta/ausente/curvada N3o especifica? v
. i Luxacdo congénita dos joelhos; auséncia de ligamentos .
Membros inferiores ¢ & J & Ocasional® v
cruzados
Membros inferiores Amelia de membro inferior Sugestivo de TE'
Membros inferiores Deficiéncia Femoral Proximal Focal Sugestivo de TE!
Membros inferiores Luxagdo da fibula no joelho N3o especifica?
Membros inferiores (caracteristicas . . . .. ~ .
L ,( Anormalidades do halux: ausente/hipoplasico/curto N3o especifica®?
radioldgicas)
Membros inferiores (caracteristicas . . A x e 3
C . Fusdo de tdlus e calcaneo N3ao especifica
radioldgicas)
Membros inferiores (caracteristicas , e A L. . ~ .
. .( Halux trifalangico; duplica¢do do halux N3o especifica?
radioldgicas)
Face Fenda labio palatina Ocasional® v v Y v Y v v
Face Micrognatia Ocasional® v v V v v oV
Face Hemangioma Facial N3o especifica? v v v
Face Paralisia facial (unilateral> bilateral) N3o especifica® v
Face Uvula bifida Ocasional® v
Face Dentes ausentes/dentes sobrepostos Ocasional®
Face Paralisia do palato mole Ocasional®
Ouvidos Surdez N3o especifica? v Vv v V v v /
. Anormalidade do canal semicircular/atresia do canal o e
Ouvidos o ) / N3o especifica? v
auditivo ou estreito
Ouvidos Microtia Sugestivo de TE' v
Ouvidos Anotia Sugestivo de TE!
Olhos Miopia; visdo deficiente; ptose; estrabismo/ambliopia Ocasional® v v v V N4 v v
Olhos Coloboma N3o especifica? v v v v
Olhos Anoftalmia/microftalmia N3o especifica? v v v v
Olhos Anomalia de Duane Sugestivo de TE' v v
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Tabela 2 - Fenétipos de TE e diagnésticos diferenciais (continuagdo)
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8 8 &8 2 E o 2 » © °
e Q () — = = - E o 24} w
Categoria Fenétipo Especificidade 2 3 9 £ @ £ 3 8 8 £ ¢ &
¢ = &2 53 5 0 § & & € <
o € [ c I ('3 () 3
- o () = 7.3 o
Q c (=) =
< < Q
Olhos Lagrimas de crocodilo N3o especifica?
Coracgio Defeito do septo ventricular N3o especifica? v v V v v v Y
Coragdo Defeito do septo atrial N&o especifica? v v v VY v v
Coragdo Persisténcia do canal arterial N&o especifica® v v v v
Coragdo Tetralogia de Fallot N3o especifica? v v v VY
Coragdo Situs inversus/anomalias conotruncais N3o especifica® v
Trato Gastrointestianal Atresia/estenose anal N3o especifica? v v v v v
Trato Gastrointestianal Atresia/estenose duodenal Sugestivo de TE' Vv v
Trato Gastrointestianal Atresia esofagica/fistula traqueoesofagica N3o especifica? v v
Trato Gastrointestianal Diverticulo de Meckel Ocasional® v v
Trato Gastrointestianal Estenose pildrica Ocasional® v
Trato Gastrointestianal Hérnia inguinal Ocasional® v
Trato Gastrointestianal Apéndice ausente Ocasional®
Trato Gastrointestianal Vesicula biliar ausente Sugestivo de TE!
Trato urinario Malformac3o renal (qualquer) Ndo especifica? v v V V N v v v VY
Trato urindrio Megaureter; refluxo vesico-ureteral; bexiga inerte N3o especifica®? v Y v v Y
Trato urinario Fistula retovaginal, fistula uretrovaginal N3o especifica? N v
Genitalia - Interna Utero Bicorno Ocasional® v v
Genitalia - Interna Auséncia de gonadas N3o especifica? N
. Ducto deferente interrompido, trompa de falépio .
Genitalia - Interna . P . P P Ocasional®
interrompida
Genitalia - Interna Vagina septada/atresia N3o especifica?
Genitalia - externa Micropenis; hipospadia escrotal/hipoplasia labial N3o especifica? v v v v Vv
Sistema nervoso central Atraso de fala Ocasional® v
Sistema nervoso central Epilepsia Ocasional®

TE: embriopatia por talidomida; TAR: Trombocitopenia-Aplasia Radial (Thrombocytopenia-absent radius); VACTERL: associagdo de defeitos vertebrais, atresia anal, defeitos cardiacos, fistula traqueo-

esofagica, anomalias renais e anormalidades nos membros (Vertebral defects, Anal atresia, Cardiac defects, Tracheo-Esophageal fistula, Renal anomalies, and Limb abnormalities association);
TAltamente sugestivos de TE (ocorre raramente em outras condi¢des); 2Caracteristicas ndo especificas de TE (ocorrem em TE e outras condi¢bes); 3Malformagdo comum e ocasionalmente associado a TE;
4ocorréncia rara, ver Houeijeh, 2011. Tabela adaptada de Mansour et al., 2019. HPO- Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/).
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Tabela 3 — Anomalias congénitas altamente sugestivas da TE e anomalias diferenciais em

Sindrome

sindromes malformativas semelhantes a TE
Anomalias diferenciais

Embriopatia por
Talidomida'

Amelia de membros superiores e/ou inferiores; Anotia; Cintura escapular anormal: acrémio
longo, hipoplasia do glendide, ombro deslocavel, ombro ponteagudo - projetando jungdo
acromio-clavicular; Deficiéncia proximal do Umero; Deficiéncia proximal focal do fémur; Fusdo
de ossos longos Umero-radial, Umero-ulnar; Vesicula biliar ausente.

Anemia de Fanconi

Anemia sideroblastica responsiva a piridoxina HP:0005522; Anormalidade da pigmentacdo
da pele HP: 0001000: Hiperpigmentacao irregular HP:0007400, Manchas de pele
hipopigmentadas HP:0001053, Varias manchas café-com-leite HP:0007565;
Aplasia/hipoplasia da Uvula HP:0010293; Dolicocefalia HP:0000268, Fissura palpebral em
forma de améndoa HP:0007874; Instabilidade cromossomica HP: 0003220; Hiperreflexia
HP:0001347; Mielodisplasia HP:0002863; Testa inclinada HP:0000340.

Associagao
VACTERL

Anencefalia HP:0002323; Anormalidade do disco intervertebral HP:0005108;
Aplasia/hipoplasia dos pulm&es HP:0006703; Artéria umbilical Gnica HP:0001195; Encefalocele
occipital HP:0002085; Estenose laringea HP:0001602; Estenose traqueal HP:0002777;
Genitalia ambigua HP:0000062; Hemangioma cavernoso HP:0001048; Laringomalacia
HP:0001601; Medula ancorada (presa) HP:0002144; Morfologia do sacro anormal HP:0005107;
Obstrugdo da jungdo ureteropélvica HP:0000074; Onfalocele HP:0001539; Patent urachus
HP:0010479.

Sindrome Acro-
renal-Ocular

Diverticulo da bexiga HP:0000015; Falange distal do polegar curta HP:0009650; Fus3o
vertebral HP:0002948.

Sindrome Baller-
Gerold

Boca estreita HP:0000160; Braquiturricefalia HP:0000244; Fronte plana HP:0004425;
Hipotelorismo HP:0000601; Osteossarcoma HP:0002669; Poiquilodermia HP:0001029;
Polimicrogiria HP:0002126; Ponte nasal estreita HP:0000446; Ponte nasal proeminente

HP:0000426; Rosto fino HP:0000275; Sinostose bicoronal HP:0011318.

Sindrome Cornelia
de Lange

Aplasia/hipoplasia do cerebelo HP:0007360; Atrofia cortical cerebral HP:0002120; Cabeca
radial luxada HP:0003083; Cantos da boca inclinados para baixo HP:0002714; Cilios
encaracolados HP:0007665; Cilios longos HP:0000527; Contorno dos labios apagado
HP:0000233; Cutis marmorata HP:0000965; Dentes amplamente espacados HP:0000687;
Duplicagdo de dérgdos internos HP:0005217; Filtro longo HP:0000343; Hirsutismo generalizado
HP:0002230; Implantacdo baixa dos cabelos na fronte HP:0000294; Implantacdo baixa dos
cabelos na nuca HP:0002162; Labio superior fino HP:0000219; Mao pequena HP:0200055;
Maturacao esquelética atrasada HP:0002750; Micromelia HP:0002983; Morfologia anormal da
incisura HP:0031228; Pé curto HP:0001773; Phyisis bulbi HP:0000667; Ponte nasal deprimida
HP:0005280; Sinofre HP:0000664; Sobrancelha arqueada HP:0002553; Sobrancelha grossa
HP:0000574; Volvulus HP:0002580.

Sindrome de Holt-
Oram

Anomalia de Sprengel HP:0000912; Aplasia do musculo peitoral maior HP:0009751; Cifose
HP:0002808; Claviculas curtas HP:0000894; Ectrodactilia HP:0001171; Escoliose toracica
HP:0002943; Ombros inclinados para baixo HP:0200021.

Sindrome de
Okihiro

Conduto auditivo externo em forma de fenda HP:0008588; Hipoplasia do peitoral HP:0008998.

Sindrome de
Rapadilino

Fissura palpebral estreita HP:0045025; Pele moteada HP:0001070; Queixo curto HP:0000331;
Rosto comprido HP:0000276.

Sindrome de
Roberts

Baco acessério HP:0001747; Encefalocele frontal HP:0007330; Higroma cistico HP:0000476;
Hipertrofia do clitéris HP:0008665; Labios menores aumentados HP:0008683; Lobulo da orelha
ausente HP:0000387; Opacificacdo do estroma corneano HP:0007759; Orbitas rasas
HP:0000586; Pénis longo HP:0000040; Ponte nasal larga HP:0000431.

Sindrome de
Townes-Brocks

Anormalidade do tragus HP:0009912; Boca grande HP:0000154; Dermoide limbal HP:0001140;
Desvio ulnar do dedo HP:0009465; Fossa pré-auricular HP:0000384; Malformagao de Arnold-
Chiari HP:0002308; Nodulo subcutaneo HP:0001482; Orelha de satiro HP:0030676; Orelha Stahl
HP:0100015; Poco pré-auricular HP:000446; Utero bifido HP:0000136.

Sindrome SC-
Focomelia

Cabelo claro HP:0002286; Contratura do quadril HP:0003273; Ossos wormianos HP:0002645.

Sindrome TAR

Alergia ao leite de vaca HP:0100327; Aplasia do Utero HP:0000151; Cavum septum pellucidum
HP:0002389; Clavicula em forma de gancho HP:0000895; Coxa valga HP:0002673; Fronte ampla
HP:0000348; Genu varum HP:0002970; Nevus flammeus da testa HP:0007413.

TAnomalias altamente sugestivas, de acordo com Mansour (2019) ndo encontradas nas outras sindromes; Fendtipos sublinhados sdo frequentes na
sindrome de acordo com Orphanet e GARD (para Rapadilino e Okihiro os dados ndo estavam disponiveis), HP: c6digo do HPO para cada anomalia.
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Tabela 4 — Lista completa dos fenétipos de doencgas genéticas similares a TE

" Roberts/SC .
— i’l §| §| §| g §| o%l §|
E |8 of | BE| £ o|,o| [@.].] $|gE %
88 =8 85 3558 »E 2% .2 58 .8 88 g8
Categoria Termo HPO ID HPO g :|g g g g T2 3 % é 2 s § 5 % g 8 g g 5 § § g
s €% 35 ER 23 °8 &3 |23 23| 5 33 %%
< s % S é é ‘; »|° g = % %
© o o o % o o o
Agenesia do corpo caloso HP:0001274 v N4
Anormalidade da nasofaringe HP:0001739 v v
Assimetria facial HP:0000324 v v
Atresia de coanas HP:0000453
Blefarofimose HP:0000581
Bossa frontal HP:0002007 J12
Braquicefalia HP:0000248 NG V12
Epicanto HP:0000286 N4 N4
Estenose coanal HP:0000452 v v
Cabega e Fenda palatina HP:0000175 v v v
pescoco Fissura do labio superior HP:0000204 v v
Fissura palpebral curta HP:0012745
Fissuras palpebrais obliquas para baixo | HP:0000494 v v
Fontanelas grandes HP:0000239 J12
Hipoplasia alar HP:0000430 V4 v 12 v
Malar Plano HP:0000272 J12
Microcefalia HP:0000252 v J12 V4
Micrognatia HP:0000347 v v v v
Narinas antevertidas HP:0000463
Nariz curto HP:0003196 v
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Palato alto e estreito HP:0002705 v v
Palato alto HP:0000218 v v J12 v v
Pescoco curto HP:0000470 J12 v
Testa larga HP:0000337 v v
Anormalidade da morfologia do sistema | HP:0030680 v v v NG v v v
Defeito do septo atrial HP:0001631 v v N4 v v v v
Defeito do Septo ventricular HP:0001629 v v v v v v v
Cardiovascular Morfologia anormal do coragdo HP:0001627 v v
Morfologia anormal do septo cardiaco | HP:0001671 v v v v v
Morfologia adrtica anormal HP:0001679 v N4
Persisténcia do canal arterial HP:0001643 N4 v v v v
Tetralogia de Fallot HP:0001636 v v v v v
Atraso de crescimento HP:0001510 N4 NG
Atraso de puberdade HP:0000823 v Vv
; : 1,2 1,2 1,2
Crescimento Baixa estatura HP:0004322 v v v v v v v
Baixo ganho ponderal HP:0001508 N4 v v
Crescimento intra-uterino restrito HP:0001511 v v v v v
Restricdo de crescimento pds-natal HP:0008897 v V12 v
Fenétipo Celular Separagéo prematura de HP:0003616 v oo
heterocromatina centromérica




Tabela 4 — Lista completa dos fenétipos de doencgas genéticas similares a TE

Roberts/SC
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Agenesia de radio HP:0003974 v v v v v V12 v
Anormalidade da ulna HP:0002997 v v
Anormalidade do membro superior HP:0002817 NG NG
Anormalidade dos ossos do carpo HP:0001191 v v
Anormalidade dos ossos metacarpo HP:0001163 N4 v N4
Anormalidade do pé HP:0001760 v Vv
Aplasia de ossos do metacarpo HP:0010048 v v
Aplasia/Hipoplasia da ulna HP:0006495 V1
Aplasia/Hipoplasia da patela HP:0006498 v v v
Membros Aplasia/Hipoplasia do polegar HP:0009601 12 12
Aplasia/Hipoplasia do radio HP:0006501 | ./? VA J12 v N4
Aplasia da ulna HP:0003982 v v
Aplasia patelar HP:0006443 v v
Clinodactilia HP:0030084 v v
Clinodactilia do 52 dedo HP:0004209 v v v 12 v v
Colocac¢3o proximal do polegar HP:0009623 J12 J12
Contratura congénita de cotovelo HP:0002987 v v
Contratura congénita do joelho HP:0006380 v v
Desvio radial da m3o HP:0004059/ | v
HP:0009486
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Desvio radial do dedo HP:0009466 JiE
Duplicacdo completa da falange do HP:0009943 v J12
Duplicagdo parcial da falange do polegar | HP:0009944 v v
Falange do halux ampla HP:0010059 v v
Focomelia HP:0009829 v VAL v
Hipoplasia da ulna HP:0003022 v v v v v
Hipoplasia do radio HP:0002984 v 4 4 v J1? v
Limitagdo da extensdo de cotovelo HP:0001377 v v
Luxac3o do quadril HP:0002827 v v v
Morfologia anormal do polegar HP:0001172 | ./? Ve
Oligodactilia da mao HP:0001180 V12 v v
Ossos longos curvos HP:0006487 v V12
Pé plano HP:0001763 v v v
Polegar ausente HP:0009777 v v v v v
Polegar curto HP:0009778 | .2 v v v v
Polegar largo HP:0011304 v v v
Polegar trifalangico HP:0001199 | v v v V2 v
Polidactilia Pré-axial HP:0100258 v v
Polidactilia pré-axial de mao HP:0001177 v V12 v
Sinal da sandalia HP:0001852 v v v
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Sindactilia HP:0001159 v v v v
Sindactilia dos dedos das maos HP:0006101 v v v N4 v N4
Sindactilia dos dedos dos pés HP:0001770 v v J 12 V4
Sindactilia dos dedos 2-3 dos pés HP:0004691 v v
Sinostose carpal HP:0005048/ v v
HP:0009702
Sinostose radioulnar HP:0002974 v v N4 N4
Talipes — pé torto HP:0001883 v v
Umero encurtado HP:0005792 N4 v N4 v
Musculatura Hérnia diafragmadtica congénita HP:0000776 v v
Hipoplasia da eminéncia tenar HP:0001245 v v
Neoplasia Hemangioma capilar intermediario HP:0007452 v v v
Anomalia de Duane HP:0009921 N4 N4
Anormalidade da visao HP:0000504 v N4
Astigmatismo HP:0000483 v Vv
olho Atrofia dptica HP:0000648 v N4
Catarata HP:0000518 v v v v v v
Coloboma HP:0000589 v v
Coloboma coriorretiniano HP:0000567 v v
Coloboma da iris HP:0000612 v N4 v
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Coloboma do nervo éptico HP:0000588 v v
Deficiéncia visual HP:0000505 v v
Esclera azul HP:0000592 v N4
Estrabismo HP:0000486 | v v v v v v
Glaucoma HP:0000501 v v
Hipertelorismo HP:0000316 v v v v J12
Hipoplasia do disco éptico HP:0007766 v v
Microcérnea HP:0000482 v v
Microftalmia HP:0000568 v v v v v
Miopia HP:0000545 v v
Nistagmo HP:0000639 N4 N4 N4 v N4
Proptose HP:0000520 v V12 v v
Ptose HP:0000508 v v v v
Deficiéncia auditiva HP:0000365 v v v
Deficiéncia auditiva condutiva HP:0000405 v v v
Macrotia HP:0000400 N4 N4
Orelha Malformacdo da orelha externa HP:0008572 v V4 V12
Orelhas baixo implantadas HP:0000369 N4 v
Orelhas com rotagdo baixa e rotacdao HP:0000368 J v J v
posterior
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Orelhas posteriormente giradas HP:0000358 v v
Perda auditiva neurossensorial HP:0000407 v v v v v
Cabelo esparso HP:0008070 J1? 4
Pele, cabelo e Manchas café-au-lait HP:0000957 v v
unhas
Pregas palmares transversais unilaterais | yp.0007598 N4 Vv
e bilaterais
Pré-natal e Prematuridade HP:0001622 v v V12
Nascimento Polidramnios HP:0001561 v J12
Anus anteriorizado HP:0001545 N4 N4
Atresia anal HP:0002023 v v v V2 V2
Sistema Diverticulo de Meckel HP:0002245 v v
digestivo Estenose anal HP:0002025 v v
Fistula traqueoesofagica HP:0002575 v v
Refluxo gastroesofagico HP:0002020 V12 v
Anormalidade das costelas HP:0000772 v v v
Defeito de segmentacdo vertebral HP:0003422 v v
Sistema Escoliose HP:0002650 v v v v v v
esquelético Fusdo de vértebras cervicais HP:0002949 v Vv
Morfologia vertebral anormal HP:0003468 v v v v
Pectus excavatum HP:0000767 v v
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Rigidez articular HP:0001387 v V12
Agenesia renal HP:0000104
Anormalidade do rim HP:0000077 N4
Anormalidade do Utero HP:0000130 v v v
Criptorquidismo HP:0000028 v N4 v v v
Displasia renal HP:0000110 v v
Displasia renal multicistica/policistica | HP:0000003/ v v
HP:0000113
Ectopia renal com fusdo HP:0004736 NG
Sistema Escroto bifido HP:0000048
geniturinario Fistula retovaginal HP:0000143 v
Hidronefrose HP:0000126
Hipoplasia do pénis HP:0008736 v
Hipoplasia renal HP:0000089
Hipoplasia renal/aplasia HP:0008678 v v
Hipospadia HP:0000047 v v v v
Insuficiéncia renal HP:0000083 v N4 v
Localizagdo anormal de rim HP:0100542 v
Ma-rotagdo renal HP:0004712 V2
Morfologia renal anormal HP:0012210 v
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Refluxo vesico-ureteral HP:0000076 | v v v v v
Rim ectépico HP:0000086 v v v
Rim em ferradura HP:0000085 NG V4 v v
Utero bicorno HP:0000813 v v
Sistema Anemia HP:0001903 NG v
hematoldgico Trombocitopenia HP:0001873 E v v i
Atraso no desenvolvimento global HP:0001263 v v v v v
Convulsdes HP:0001250 v v v v
Deficiéncia intelectual HP:0001249 v V2 v v v
Espinha bifida HP:0002414 v v
Sistema nervoso Espinha bifida oculta HP:0003298 N
Hidrocefalia HP:0000238 v v v
Megacdlon aganglionar HP:0002251 v v
Paralisia do nervo craniano HP:0006824 v v Vv
Ventriculomegalia HP:0002119 v v
Tecido Hérnia umbilical HP:0001537 v v
Outros achados
Acro-Renal- |Anormalidade do radio (HP:0002818)?; diverticulo da bexiga (HP:0000015); falange distal do polegar curta (HP:0009650)?; fusdo vertebral (HP:0002948);
Ocular halux curto (HP:0010109).




Anemia de
Fanconi

Anemia sideroblastica responsiva a piridoxina (HP:0005522)"?; anormalidade auditiva (HP:0000364); anormalidade da morfologia do fémur (HP:0002823);
anormalidade da morfologia do sistema nervoso (HP:0012639); anormalidade do eixo hipotalamico-hipofisario (HP:0000864); anormalidade do figado
(HP:0001392); anormalidade do olho (HP:0000478); anormalidade do preputcio (HP:0100587); anormalidade do sistema urinario (HP:0000079); anormalidade
da pigmentacido da pele (HP: 0001000)?; anormalidade do sangue e dos tecidos sanguineos (HP: 0001871)%; aplasia/hipoplasia da iris (HP:0008053);
aplasia/hipoplasia da Gvula (HP:0010293); aplasia/hipoplasia dos dedos (HP:0006265); azoospermia (HP:0000027); cardiomiopatia hipertréfica (HP:0001639);
dedos tortos (HP:0100760); densidade mineral dssea reduzida (HP:0004349); diminuicdo da fertilidade nos homens (HP:0012041); dolicocefalia (HP:0000268);
estenose duodenal (HP:0100867); excisdo deficiente de dimeros de pirimidina induzidos por UV no DNA (HP:0003213); fase prolongada de G2 do ciclo celular
(HP:0003214); fissura palpebral em forma de améndoa (HP:0007874); fissura palpebral obliqua para cima (HP:0000582); hidroureter (HP:0000072);
hiperpigmentacdo irregular (HP:0007400)"?; hiperreflexia (HP:0001347); hipogonadismo (HP:0000135); hipogonadismo hipergonadotréfico (HP:0000815);
infeccdes recorrentes do trato urinario (HP:0000010); infertilidade masculina (HP:0003251); instabilidade cromossémica (HP: 0003220)"% leucemia
(HP:0001909); leucopenia (HP:0001882)"%;, malformacgdo arteriovenosa (HP:0100026); manchas de pele hipopigmentadas (HP:0001053)"%; mielodisplasia
(HP:0002863); morfologia anormal da artéria cardétida (HP:0005344); morfologia anormal da palpebra (HP:0000492); morfologia anormal da valvula adrtica
(HP:0001646); neoplasma (HP:0002664); neutropenia (HP:0001875); oligodramnio (HP:0001562); palidez anémica (HP:0001017); pancitopenia (HP:0001876);
pequeno para a idade gestacional (HP:0001518); perda de peso (HP:0001824); quebra cromossémica induzida por agentes clastogénicos (HP:0003221);
reticulocitopenia (HP:0001896); sistema coletor duplicado (HP:0000081); suscetibilidade a hematomas (HP:0000978); testa inclinada (HP:0000340); testiculo
ausente (HP:0010469); varias manchas café-com-leite (HP:0007565).

Baller-Gerold

Afalangia em maos (HP:0005886); anormalidade do ureter (HP:0000069); aplasia éssea do carpo (HP:0004231); boca estreita (HP:0000160); braquiturricefalia
(HP:0000244)"%; craniossinostose coronal (HP:0004440); craniossinostose lambdoide (HP:0004443); craniossinostose sagital (HP:0004442); curvatura ulnar
(HP:0003031); fistula perineal (HP:0004871); fistula urogenital (HP:0100589); fronte plana (HP:0004425); fusdo de costela (HP:0000902); hipoplasia patelar
(HP:0003065); hipotelorismo (HP:0000601); linfoma (HP:0002665); limitagdo de movimento do cotovelo (HP:0002996); limitagdo de movimento do ombro
(HP:0006467); ma absorc¢do (HP:0002024); ma evolucdo ponderal na infancia (HP:0001531)"?; osteossarcoma (HP:0002669); poiquilodermia (HP:0001029);
polimicrogiria (HP:0002126); ponte nasal estreita (HP:0000446); ponte nasal proeminente (HP:0000426); rosto fino (HP:0000275); sinostose bicoronal
(HP:0011318); sistema venoso esplenoportal anémalo (HP:0005201); uvula bifida (HP:0000193).

Cornelia De
Lange

12 metacarpo curto (HP:0010034)"%; amenorreia primaria (HP:0000786); anormalidade comportamental (HP:0000708); anormalidade do movimento pré-
natal (HP:0001557); ansiedade (HP:0000739); aplasia/Hipoplasia do cerebelo (HP:0007360); atraso de crescimento pds-natal grave (HP:0008850); atresia do
canal auditivo externo (HP:0000413)"?; atrofia cortical cerebral (HP:0002120); aumento da translucéncia nucal (HP:0010880); autismo (HP:0000717); blefarite
(HP:0000498); contorno dos labios apagado (HP:0000233)"?; cabeca radial hipoplasica (HP:0003997); cabeca radial luxada (HP:0003083); cantos da boca
inclinados para baixo (HP:0002714)"?; choro fraco (HP:0001612); cilios encaracolados (HP:0007665)"?; cilios longos (HP:0000527)"?; cisto renal
(HP:0000107); comportamento autoagressivo (HP:0100716); comportamento obsessivo-compulsivo (HP:0000722); costelas supranumerdrias (HP:0005815);
cutis marmorata (HP:0000965); deficiéncia intelectual grave (HP:0010864)"%; dentes amplamente espacados (HP:0000687)"?; diferencia¢do corticomedular
renal reduzida (HP:0005565); dificuldades alimentares na infancia (HP:0008872); disfun¢do neuroldgica da fala (HP:0002167); displasia do quadril
(HP:0001385); disturbios de sono (HP:0002360); duplicagdo de drgios internos (HP:0005217); erupcio tardia dos dentes (HP:0000684)"?; estenose pildrica
(HP:0002021); esterno curto (HP:0000879); fala atrasada e desenvolvimento da linguagem (HP:0000750); filtro longo (HP:0000343)"?; genitalia externa
masculina hipoplasica (HP:0000050); grandes labios hipopldsicos (HP:0000059); hérnia de hiato (HP:0002036); hérnia inguinal (HP:0000023); hipertonia

(HP:0001276)"?; hipotonia muscular (HP:0001252); hirsutismo (HP:0001007); hirsutismo generalizado (HP:0002230)"?; inflamac&o na orelha (HP:0000388);
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implantacdo baixa dos cabelos na fronte (HP:0000294)"%; implantag3o baixa dos cabelos na nuca (HP:0002162)"2; |abio superior fino (HP:0000219); luxacdo
do cotovelo (HP:0003042); ma-rotacdo de cdlon (HP:0004785); mamilos hipoplasicos (HP:0002557); mao pequena (HP:0200055)"%; ma-rotacdo intestinal
(HP:0002566); maturacdo esquelética atrasada (HP:0002750)"%; micromelia (HP:0002983)"?;, morfologia anormal da incisura (HP:0031228); morfologia
anormal do umbigo (HP:0001551); neuropatia periférica (HP:0009830); obesidade troncular (HP:0001956); oligodactilia (HP:0012165); pé curto
(HP:0001773)"%; phyisis bulbi (atrofia ocular) (HP:0000667); pneumonia (HP:0002090); ponte nasal deprimida (HP:0005280)"?; prega palmar transversal Gnica
(HP:0000954); proteinuria (HP:0000093); sobrancelha arqueada (HP:0002553)"%; sobrancelha grossa (HP:0000574)"?; sinofre (HP:0000664)"?; transtorno do
déficit de atencdo e hiperatividade (HP:0007018); vélvulo (HP:0002580); voz anormalmente grave (HP:0010300)"?%,

Holt-Oram

Anomalia de Sprengel (HP:0000912); anormalidade da clavicula (HP:0000889)"?; anormalidade do Umero (HP:0003063); aplasia do musculo peitoral maior,
(HP:0009751); bloqueio atrioventricular (HP:0001678); bloqueio atrioventricular de primeiro grau (HP:0011705); cifose (HP:0002808); claviculas curtas
(HP:0000894); clinodactilia dos dedos (HP:0040019); defeito do canal atrioventricular (HP:0006695); defeito do septo atrial (ostium secundum); (HP:0001684).
digito curto (HP:0011927); ectrodactilia (HP:0001171)",%; escoliose toracica (HP:0002943); fibrilagdo atrial paroxistica (HP:0004757); lado esquerdo do coracdo
hipoplasico (HP:0004383); ombros inclinados para baixo (HP:0200021); retorno venoso pulmonar anémalo (HP:0010772).

Okihiro

Abducédo ocular prejudicada (HP:0000634); adugdo ocular prejudicada (HP:0000542); coloboma retiniano (HP:0000480); conduto auditivo externo em forma
de fenda (HP:0008588); convergéncia ocular prejudicada (HP:0000619); dilatacdo cardiovascular (HP:0002617); fenda palpebral estreitando-se em aducdo
(HP:0000661); hipoplasia de musculo do membro superior (HP:0009016); hipoplasia do peitoral (HP:0008998); paralisia facial (HP:0010628).

Rapadilino

Articulac¢des interfalangicas rigidas (HP:0005198); diarreia (HP:0002014); fissura palpebral estreita (HP:0045025); luxagao recorrente (HP:0001373); nariz fino
- delgado (HP:0000417); pele moteada(HP:0001070); queixo curto (HP:0000331); rosto comprido (HP:0000276).

Roberts

Anormalidade do pavilhdo (HP:0000377); anormalidade do trato biliar (HP:0001080); crescimento intra-uterino restrito grave (HP:0008846)"?; bago acessorio
(HP:0001747); braquidactilia (HP:0001156); cadeias supra-orbitais subdesenvolvidas (HP:0009891); coloboma palpebral (HP:0000625); contratura congénita
do punho (HP:0001239); contratura congénita progressiva (HP:0005876); contratura congénita do tornozelo (HP:0006466); craniossinostose (HP:0001363);
displasia renal policistica (HP:0000113); encefalocele frontal (HP:0007330); encurtamento mesomélico do braco (HP:0005011)"?% higroma cistico
(HP:0000476); hipertrofia do clitéris (HP:0008665); labios menores aumentados (HP:0008683); I6bulo da orelha ausente (HP:0000387); nariz fino - estreito
(HP:0009933); opacificagdo do estroma corneano (HP:0007759); d6rbitas rasas (HP:0000586); pénis longo (HP:0000040); ponte nasal larga (HP:0000431);
sinostose de ossos do carpo (HP:0005048); talipes equinovalgus — pé torto (HP:0001772); tetrafocomelia (HP:0030721).

SC Focomelia

Cabelo claro (HP:0002286); contratura do quadril (HP:0003273); estenose da valvula adrtica (HP:0001650); ossos wormianos (HP:0002645).

TAR

Alergia ao leite de vaca (HP:0100327); anormalidade da coagulacio (HP:0001928)"%; anormalidade do ombro (HP:0003043); anormalidade do sistema
geniturindrio (HP:0000119); aplasia do Utero (HP:0000151); aplasia fibular (HP:0002990); aplasia/hipoplasia do Umero (HP:0006507); aplasia radial bilateral
(HP:0004977); atraso de mielinizacdo do SNC (HP:0002188); atraso motor (HP:0001270); cavum septum pellucidum (HP:0002389); cistos pancreaticos
(HP:0001737); clavicula em forma de gancho (HP:0000895); coarctagdo de aorta (HP:0001680); costelas cervicais (HP:0000891); coxa valga (HP:0002673);
dermatite seborreica (HP:0001051); diminuigdo do nivel de anticorpos no sangue (HP:0004313); edema do dorso das maos (HP:0007514); edema do dorso
dos pés (HP:0012098); eosinofilia (HP:0001880); falanges dos dedos curtas (HP:0009803); fronte ampla (HP:0000348); genu varum (HP:0002970);
hepatoesplenomegalia (HP:0001433); hipoplasia cerebelar (HP:0001321); hipoplasia do musculo do ombro (HP:0008952); hipoplasia dos ossos do carpo
(HP:0001498); leucocitose (HP:0001974); luxacdo patelar (HP:0002999); ma-rotacdo axial do rim (HP:0004717); morte na infancia (HP:0001522); nevus
flammeus da testa (HP:0007413); polegar aduzido (HP:0001181); talipes equinovarus — pé torto (HP:0001762); torcao tibial (HP:0100694).

Townes-Brocks

Anormalidade do tragus (HP:0009912); aplasia/Hipoplasia do 32 dedo (HP:0010331); assimetria do membro inferior (HP:0100559); atresia duodenal
(HP:0002247); auséncia de dedos (HP:0010760); boca grande (HP:0000154); clinodactilia do 52 dedo dos pés (HP:0001864); clinodactilia dos dedos do pé
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(HP:0001863); cistos renais multiplos (HP:0005562); dermoide limbal (HP:0001140); desvio ulnar do dedo (HP:0009465); fistula retindide (HP:0004792)"?;
fossa pré-auricular (HP:0000384)"?; hipotireoidismo (HP:0000821); incontinéncia intestinal (HP:0002607); malformacdo de Arnold-Chiari (HP:0002308);
metatarso curto (HP:0010743); microtia (HP:0008551); morfologia anormal da vagina (HP:0000142); morfologia anormal da valvula pulmonar (HP:0001641);
nodulo subcutaneo (HP:0001482); orelha de satiro (HP:0030676); orelha Stahl (HP:0100015); pogo pré-auricular (HP:0004467); prisdo de ventre (HP:0002019);
pseudoepifise do segundo metacarpo (HP:0006179); sindactilia de 3-4 dedos (HP:0006097); sindactilia de 3-4 dedos do pé (HP:0009779); sindactilia dos dedos
2-4 (HP:0010709); sinostose metatarsal (HP:0001440); sobredobramento de hélice (HP:0000396); sobredobramento das hélices superiores (HP:0004453);
Utero bifido (HP:0000136); valvula uretral (HP:0010481).

VACTERL

Anencefalia (HP:0002323); anomalia anorretal (HP:0012732); anormalidade da genitdlia interna feminina (HP:0000008); anormalidade da uretra
(HP:0000795); anormalidade da vesicula biliar (HP:0005264); anormalidade do disco intervertebral (HP:0005108); anormalidade do esterno (HP:0000766);
anormalidade do péncreas (HP:0001732); aplasia/hipoplasia dos pulmées (HP:0006703)"?; artéria umbilical Unica (HP:0001195); atresia esofagica
(HP:0002032); encefalocele occipital (HP:0002085); estenose laringea (HP:0001602); estenose traqueal (HP:0002777)"% fenda labial ndo mediana
(HP:0100335); genitalia ambigua (HP:0000062); hemangioma cavernoso (HP:0001048); laringomalacia (HP:0001601); medula ancorada (presa) (HP:0002144);
morfologia do sacro anormal (HP:0005107); obstrucdo da jungdo ureteropélvica (HP:0000074); onfalocele (HP:0001539); patent urachus (HP:0010479);
transposicdo das grandes artérias (HP:0001669).

Legenda

TAR: Trombocitopenia-Aplasia Radial (Thrombocytopenia-absent radius); VACTERL: associagdo de defeitos vertebrais, atresia anal, defeitos cardiacos, fistula traqueo-
esofagica, anomalias renais e anormalidades nos membros (Vertebral defects, Anal atresia, Cardiac defects, Tracheo-Esophageal fistula, Renal anomalies, and Limb
abnormalities association);

' Anomalias muito frequentes na sindrome (presentes entre 80-99% dos pacientes) — Dados GARD;

2 Anomalias muito frequentes na sindrome — Dados Orphanet;

*Dados de frequéncia ndo disponiveis.

Fontes

Human Phenotype Ontology (https://hpo.jax.org/app/); Genetic and Rare Diseases Information Center (GARD) (https://rarediseases.info.nih.gov/); Orphanet

(https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php).
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Tabela 5 - Estatistica descritiva das tabelas suplementares 1 e 2

. Anomalias Anomalias .
, Anomalias . Anomalias da
Sindromes especificas (%) sobrepostas sobrepostas a TE sobrepostas®
(Y 2 (%)1 TE (%)z p

Anemia de Fanconi

55/128 (43.0)

73/128 (57.0)

20/128 (15.6)

20/71 (28.2)

Associagao VACTERL

24/67 (35.8)

43/67 (64.2)

17/67 (25.4)

17/71 (23.9)

Sindrome Acro-renal-Ocular

5/44 (11.4)

39/44 (88.6)

13/44 (29.5)

13/71 (18.3)

Sindrome Baller-Gerold

29/83 (34.9)

54/83 (65.1)

17/83 (20.5)

17/71 (23.9)

Sindrome Cornelia de Lange

73/140 (52.1)

67/140 (47.9)

22/140 (15.7)

22/71 (31.0)

Sindrome de Holt-Oram

18/45 (40.0)

27/45 (60.0)

12/45 (26.7)

12/71 (16.9)

Sindrome de Okihiro

10/52 (19.2)

42/52 (80.8)

18/52 (34.6)

18/71 (25.4)

Sindrome de Rapadilino

8/18 (44.4)

10/18 (55.6)

5/18 (27.8)

5/71 (7.0)

Sindrome de Roberts

24/87 (27.6)

63/87 (72.4)

22/87 (25.3)

22/71 (31.0)

Sindrome de Townes-Brocks

34/91 (37.4)

57/91 (62.6)

19/91 (20.9)

19/71 (26.8)

Sindrome SC-Focomelia

4/24 (16.7)

20/24 (83.3)

7/24 (29.2)

7/71(9.9)

Sindrome TAR

36/73 (49.3)

37/73 (50.7)

19/73 (26.0)

19/71 (26.8)

Total

322/492 (65.4)

170/492 (34.6)

47/492 (9.6)

47/71 (66.2)

N3o considera TE; 2Algumas anomalias estdo em agrupamentos; 3Anomalias da TE que estdo sobrepostas as

sindromes nas respectivas linhas.
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Tabela 6 - Aspectos moleculares das doengas genéticas de fenétipo similar a TE

. I Sindrome Sindrome . Sindrome , Sindrome , Sindrome Sindrome .
Anemia de Associagao Cornelia de Sindrome Sindrome Sindrome
Doenga . Acro-renal- de Baller- de Holt- - de de Townes- SC-
Fanconi VACTERL Lange de Okihiro . de Roberts . TAR
ocular Gerold Oram Rapadilino Brocks Focomelia
Heranga AR ESp(;(rf;'ca; AD AR AD AD AD AR AR AD AR AR
Prevaléncia 1/160.000 121006%%0_ Desconhecida  Desconhecida 1/3100(')%%0_ 1/100.000 Desconhecida 1/75.0002 Desconhecida 1/250.0003 Desconhecida <1/100.000
SALL1 - Spalt
ESCO2 - Like ESCO2 -
HOXD13 - . e :
SALL4 - Spalt SALL4 - Spalt Establléhmen Transcription Establls.hmen
FANCA - FA Homeobox Like RECQL4 - NIPBL - TBX5- T-Box Like RECQL4 - t Of Sister Factor 14 t Of Sister RBMS8A - RNA
Gene Complement D13% z1C3 - . RecQ Like Nipped-B-Like  Transcription - RecQ Like Chromatid ! Chromatid Binding Motif
. ! Transcription R . Transcription R . DACT1 - . .
ation Group A Zic Family Helicase 4 Protein Factor 5 Helicase 4 Cohesion N- Cohesion N- Protein 8A
Factor 4 Factor 4 Acetyltransfe Dapper Acetyltransfe
Member 3 Y Antagonist Of y
rase 2 5 rase 2
Catenin 1
— 2q31.1; 16q12.1;
Localizagao 16924.3 Xq26.3 20q13.2 8g24.3 5p13.2 12g24.21 20q13.2 8g24.3 8p21.1 14023.1 8p21.1 1g21.1
. Acetiltransfer Fator de Acetiltransfer )
Proteina de - Motivo de
. Fator de Fator de . Transporte de Fator de Fator de . ase para transcrigao; ase para S
Fungdo Reparo de . . DNA helicase R . . DNA helicase N . - ligagdo ao
transcrigdo transcrigdo coesina transcrigdo transcrigdo coesdo de Motivo de coesdo de
DNA ‘o Lo e RNA
cromatides ligagdo a PDZ cromatides

TAssociacdo gene-doenca ndo confirmada; 2Prevaléncia na Finlandia, prevaléncia mundial desconhecida; 3Estimativa; *Townes-Brocks tipo 1; >Townes-Brocks tipo 2. Dados de: OMIM - Online
Mendelian Inheritance in Man (https://www.omim.org/), GHR — Genetics Home Reference (https://ghr.nlm.nih.gov/), e GeneCards (https://www.genecards.org/).
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Limbs reduction defects: a case series with a novel deletion in ESCO?2
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Introduction

Limb reduction defects (LRD) can be defined as the absence or hypoplasia
of long bones, metacarpal, metatarsal and/or the phalanges (Gold et al., 2011).
LRD are particularly considered sensitive to environmental teratogens since the
thalidomide tragedy in the 1960s (Castilla et al., 1995). Its etiology is
heterogeneous, from genetic disorders to environmental exposure and
mechanical causes such as premature rupture of amniotic membranes (McGuirk
et al., 2001; Gold et al., 2011). However, for many cases of limb deficiencies due
to genetic causes, gene mutations are not yet known. Among some exceptions,
are the mutations in the TBX5 gene in Holt-Oram syndrome, ESCO2 in Roberts
syndrome and SALL4 in Okihiro syndrome (Carli et al., 2013).

Thalidomide Embryopathy (TE) is characterized by a series of
malformations, but particularly striking is the LRD, like amelia, phocomelia and
thumb defects (Newman, 1986). In Brazil, the drug is prescribed mainly for the
treatment of the erythema nodosum leprosum (ENL), a complication of leprosy.
Brazilian records show that the prevalence of leprosy in Brazil can reach
10.2/10,000 in endemic regions (Vianna et al., 2017), and approximately 10,000
individuals are possible users of thalidomide (Vianna et al., 2011). Even with
imposed restrictions, Brazil is the only country in the world that still presents new
cases of TE (Schuler-Faccini et al., 2007), the last of which were recognized in
2011 (Vianna et al., 2013).

TE phenotype overlaps with some genetic syndromes, particularly
Roberts syndrome, Holt-Oram syndrome and Okihiro syndrome among others
(Lenz, 1973; Smithells and Newman, 1992; Vianna et al., 2011; Mansour et al.,
2019), and in the past some of them were mistakenly diagnosed as TE (Freeman
et al., 1974; Van Regemorter et al., 1982; Kohlhase, 2002).

Roberts Syndrome, also known as pseudo-thalidomide, is an autosomal
recessive inheritance disease, with variable expressivity (Freeman et al., 1974)
characterized by limb reduction defects (tetraphocomelia), craniofacial anomalies
and growth restriction (Afifi et al., 2016). Roberts syndrome (which includes the
milder form SC-phocomelia), is caused by mutations in the ESCO2 gene (Schiile
et al., 2005; Vega et al., 2010; Goh et al., 2010).
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Holt-Oram syndrome affects limbs and heart, with autosomal dominant
inheritance, with high penetrance (close to 100%) and variable expressivity,
ranging from subclinical findings to phocomelia and severe heart defects (Hurst
et al.,, 1991; Basson et al., 1999; Patel et al., 2012). In 1997 Li et al. (1997) and
Basson et al. (1997) showed that Holt-Oram syndrome is caused by mutations in
the TBX5 gene.

The terminology of Okihiro Syndrome was proposed by Hayes et al.
(1985), but it is also called Duane-Radial Ray Syndrome or DR Syndrome. This
syndrome has also autosomal dominant inheritance, with variable inter- and intra-
family expressivity and reduced penetrance (Hayes et al., 1985; Al-Baradie et al.,
2002; Alves et al., 2016). Unilateral or bilateral radial defects associated with
Duane's anomaly characterize Okihiro's syndrome. Duane's anomaly is a
congenital disorder of ocular motility, characterized by variable limitation of ocular
adduction and retraction, narrowing of the eyelid cleft in adduction and absence
or severe abduction limitation, and represents about 1% of strabismus cases
(Hayes et al., 1985). Kohlhase et al. (2002) and Al-Baradie et al. (2002) identified
variants in the SALL4 gene as causing Okihiro syndrome. Acro-renal-ocular
syndrome is also caused by mutations in SALL4, being considered an allelic
syndrome of Okihiro (Kohlhase et al., 2003).

Whereas LRD are relatively frequent anomalies in the human species and
thalidomide and its analogs in Brazil are still widely used for the treatment of
several diseases due to its therapeutic efficacy - mainly for ENL, public education
and surveillance are of fundamental importance (Vianna et al., 2017). In addition,
in Brazil, TE continues to be a reason for seeking legal compensation from the
state (Moro and Invernizzi, 2017) and the differential diagnosis with genetic
syndromes with similar phenotypic expression is fundamental for the genetic
counseling. Here we present the molecular analysis of eight cases of patients

with LRD with predominant radial involvement.

Subjects and Methods

This study was approved by the Research Ethics Committee of the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) under CAAE number
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95386618.1.0000.5327 and the participants signed the free and informed
consent form.

The recruitment of patients was performed by emailing to the Brazilian
Society of Medical Genetics from September 2018 to May 2019. Doctors with
candidate patients filled out a Google Form® with clinical information. Children
and adults who presented upper and/or lower limb phocomelia; and/or amelia;
and/or pre-axial reduction defects of the upper limbs (radius or thumb); and/or
thumb/hallux duplicated or triphalangeal; associated or not with other anomalies,
unilateral or bilateral, were considered eligible for this study. Patients with a
transverse terminal defect (amputation/amniotic band disruption); and/or post-
axial defects with  no pre-axial involvement; and/or post-axial
syndactyly/polydactyly; and/or ectrodactyly (absence of central ray), were
excluded. Clinical description, family history, prenatal history and basic social
information, such as age and gender were collected.

DNAGenotek ® Oragene kit was used to collect saliva and to extract DNA.
Using a next-generation sequencing panel approach, we sequenced the exons,
50 bp portions of the adjacent introns, and the untranslated regions of the
ESCO2, SALL4, and TBX5 genes. (Applied Biosystems lonTorrentTM
Semiconductor Chip Technology). A coverage higher than 100x was obtained in
94.16% of the bases. The average depth of coverage for the variants found was
533.2%. The analysis was performed through the lon Reporter v.5.12 software
using the hg19 reference genome.

The pathogenicity of variants was evaluated through the ClinvVar (Landrum
et al., 2018) and VarSome (Kopanos et al., 2019). Pathogenic variants and
uncertain significance variants (VUS) were confirmed through Sanger
sequencing.

The functional prediction of missense, synonymous, intronic and
untranslated regions were performed using softwares SIFT (Kumar et al., 2009),
Polyphen-2 (Adzhubei et al., 2010), HSF (Desmet et al., 2009), MethPrimer (Li
and Dahiya, 2002), Motifbreak (Coetzee et al., 2015), SILVA (Buske et al., 2013),
PredictSNP2 (Bendl et al., 2016), miRBase (Griffiths-Jones, 2006) and Mutation
Taster (Schwarz et al., 2014) (Supplementary Table 1). The protein modeling was
performed using the SWISS-MODEL tool (Waterhouse et al., 2018). Variants
previously described were evaluated in Ensembl release 75 - GRCh37.p13 (Hunt
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et al., 2018). The allelic frequencies of the variants were consulted in the ABraOM
for Brazilian population (Naslavsky et al., 2017), gnomAD genomes (Karczewski
et al., 2019) and 1000 Genomes databases (Auton et al., 2015).

Results

Clinical description

The sample consisted of 8 patients born between 2005 and 2019 from four
Brazilian states - Acre, Para, Parana, and Rio Grande do Sul, and one patient
from Chile. All were classified as white, with European ancestry. Two were
children of consanguineous couples. Five patients had absent radius, one had
monodactyly, one had upper limb phocomelia and another one had
tetraphocomelia. In addition, four patients had some alteration of the nervous
system and three patients had some cardiovascular or renal alteration. Three
patients had thrombocytopenia. Anomalies of the face and ears were also present
in some patients. (Table 1 and Supplementary Table 2).

Case 1

This is a girl, born in 2017, second daughter of a non-consanguineous
couple. Her mother was 32 years old and her father 45 at the time of her birth.
She has also three half-sisters from her paternal side, one with severe intellectual
deficit and hypotonia, and two half-brothers from her maternal side, both healthy.
Her mother referred that she smoked and had occasional intake of alcoholic
beverages up to 4th month of pregnancy when she found to be pregnant. A
prenatal ultrasound revealed fetus had “short bones”. She was delivered at 36
weeks and 5 days weighing 2,600g and 32cm of head circumference, with
shortening of four limbs. She presented delayed neuro development. At 14
months she was seen by a medical geneticist with microcephaly, unilateral
deafness, radial and tibial hypoplasia, vaginal synechia, absence of both thumbs.
Karyotype (G-banding) was 46, XX. Clinical hypothesis: OMIM #612447, Skeletal

defects, genital hypoplasia, and mental retardation (Figure 1).
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Case 2

This is a boy, born in 2007 from a non-consanguineous couple. His mother
was 38 years old and her father 28 at the time of his birth. He has two older half-
sisters, both healthy. Prenatal was uneventful with normal ultrasounds. He was
delivered at 38 weeks, birthweight of 2,055g, 44cm of length, and head
circumference of 32cm. Neurodevelopment was delayed, with independent walk
only when he was 3 years old and first words when he was 30 months old.
Thrombocytopenia was reported since his first year of live. At clinical exam he
presented short scapulae, hypoplasia of the humerus, bilateral radial agenesis
with ulnar hypoplasia and hypoplastic carpal bones. Clinical hypothesis: OMIM
#274000, Thrombocytopenia-absent radius syndrome (Figure 2).

Case 3

This is a boy, born in 2005, second child from a consanguineous couple
(second cousins). His mother was 30 years old and her father 36 at the time of
his birth. His older brother was healthy. He was delivered by cesarean section
weighing of 2,095g, and no other information was available. Mother referred
sporadic alcohol intake and no other complications during pregnancy.
Neurodevelopment was compatible with age. At clinical evaluation he presented
deafness due to external auditory meatus stenosis; synophrys, microcornea,
palpebral ptosis, mandibular and maxillary hypoplasia, bilateral undescended
testis, small left kidney, radial agenesis with absent thumb on the right arm, and
hypoplastic left thumb. Karyotype (G-banding) was 46, XY. Clinical hypothesis:
OMIM # 607323, Acrorenoocular syndrome (Figure 3).

Case 4

This is a girl, born in 2018, first child of a young, non-consanguineous
couple after a non-planned pregnancy. She was delivered at 40 weeks and 5
days weighing 2,760g 46cm of length and 36cm of head circumference,
presenting bilateral radial agenesis, thrombocytopenia, small cardiac
interventricular communication and atrial duct persistence. Cytogenetic test for
Fanconi’'s anemia was negative. Clinical hypothesis: OMIM #274000,

Thrombocytopenia-absent radius syndrome (Figure 4).
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Case 5

This is a girl, born in 2018, sixth child of a couple with one previous
stillborn. Her mother referred Chikungunya Fever in the first month of pregnancy.
She was born after a cesarean section and we don’t have any information about
anthropometric measures presenting intercalary limb reduction in the four limbs,
with presence of all digits including thumbs. Pink and planar nevus in the front
face. Normal cardiac exam. No clinical diagnostic hypothesis was made (Figure
5).

Case 6

This is a boy, born in 2018, only child of a non-consanguineous couple.
His mother referred that she smoked 3 cigarettes/day during all pregnancy and
had occasional intake of alcoholic beverages in the first month of pregnancy. He
was delivered at 39 weeks, weighing 3,480g and 35.5cm of head circumference.
Motor development was typical, but speech was delayed. He was diagnosed with
hypothyroidism at 23 months of age and anemia with low platelet count. He has
bilateral radial agenesis, bilateral partial syndactyly between 2nd and 3rd toes,
undescended testes. Cytogenetic test for Fanconi’s anemia was negative.
Clinical hypothesis: OMIM #274000, Thrombocytopenia-absent radius syndrome
(Figure 6).

Case 7

This is a boy, born in 2019, from a non-consanguineous couple. His mother
was 31 years old and his father 30. He was delivered by cesarean section with
39 weeks. At clinical evaluation he presented monodactyly in both hands and
feet. Echocardiogram showed interventricular communication and atrial duct
persistence. No other abnormalities were recorded. Clinical hypothesis: OMIM

#187510, Tetramelic monodactyly (Figure 7).

Case 8

This is a boy, born in 2019, second child from a consanguineous couple
(cousins). His mother was 25 years old. His older sister was healthy. Mother
smoked 5 cigarettes/day during whole pregnancy. He was delivered at 43 weeks
presenting tetraphocomelia, cleft lip/palate on the right side, nasal hypoplasia,
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bilateral ocular leukokoria. Clinical hypothesis: OMIM #268300, Roberts

syndrome (Figure 8).

Molecular analysis

In the nine individuals analyzed (eight patients and one parent), twenty-
seven variants were found: seven in the ESCO2 gene (three in 3'UTR, two
intronic, one in 5" UTR, and one frameshift), nine in SALL4 (six synonyms, two
missenses, and one intronic) and eleven in TBX5 (five intronic, four in 3' UTR,
and two in 5' UTR). Only one variant was classified as pathogenic and another
was classified as of uncertain significance (VUS), both in the ESCO2 gene (Table
2, Supplementary Table 3).

Patient 8 was the only one whose clinical diagnosis was confirmed by
molecular analysis (NGS and Sanger sequencing). The patient is son of a
consanguineous couple and presented a homozygous deletion in
ESCO02:c.683_696delCGTCACTGGGACGC, confirming Roberts Syndrome.
This variant was not described in public databases yet.

A variant of uncertain significance was found in case 5:
ESCO2:c.*71_*74delTATT in heterozygosis. The variant is described in the
public databases on dbSNP reference rs533417099 and has an allelic frequency
of 0.0025 (-) in the Brazilian population (Supplementary Table 4).

Functional prediction
The data for all functional predictions is described in supplementary table

The pathogenic variant ESC02:c.683 696delCGTCACTGGGACGC
(p.Pro228HisfsTer5) found in patient 8 corresponds to a deletion of 14 bases in
exon 3, resulting in the substitution of four amino acids from position 228
producing a stop codon, leading to the loss of 370 amino acids (frameshift
mutation) (Figure 9).

The VUS in ESCO2:c.*71_*74delTATT (rs533417099) was observed in
patient 05 and corresponds to a deletion in the 3'UTR of ESCO2 and had
predicted alteration in splicing.
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The remaining variants were considered benign or likely benign.

Regarding the variant SALL4:¢.131-226T>C (rs146597375), despite being
located in an intronic region, MotifBreak predicts changes in the motifs of MYOG,
MYF6, and TCF12. MYOG is related to Wnt-mediated beta-catenin signaling
regulation pathways and the transcription of target genes and the hypertrophy
model. MYF6 and TCF12 are related to developmental biology pathways.
Mutation Taster had predicted alteration in splicing and protein features might be
affected. This variant was found only in case 5.

The same occurs for the SALL4 variant: c.1520T>G (rs6126344),
missense variant: it has a prediction of changes in the PPARD motif - related to
the Wnt signaling pathway and the pluripotency and Wnt signaling pathways:
beta-Catenin-dependent Wnt signaling, and RARB related to developmental
biology pathways. Mutation Taster had predicted alteration in splicing and protein
features might be affected. HSF had predicted the breaking of exonic splicing
enhancer (ESE) site. This variant was found in case 3, his father and in cases 5
in homozygosis and in case 8 in heterozygosis. The variant has an allelic
frequency of 0.3506 (C) in the ABraOM and genotype frequency is 0.1610 (C/C)
and 0.3960 (A/C) on 1000 genomes (Supplementary Table 4).

To the variant SALL4:¢.1860A>G (rs6021437), synonymous variant, also
had predicted alteration by Mutation Taster in splicing and protein features might
be affected. In addition, MethPrimer found changes in 2 CpG islands. The same
way that SALL4:¢c.1520T>G, this variant was found in case 3, his father and in
cases 5 in homozygosis and in case 8 in heterozygosis. The variant has an allelic
frequency of 0.3621 (C) in the ABraOM and genotype frequency is 0.1710 (C/C)
and 0.4220 (T/C) on 1000 genomes (Supplementary Table 4).

The variant TBX5:¢.*384T>C (rs12426660), 3’'UTR variant, has a
prediction of hsa-miR-300 gain and alteration in splicing. This variant was found

in cases 5 and 7 in heterozygosis.

Discussion

Our most important finding corresponds to the new variant ESCOZ2:
€.683_696delCGTCACTGGGACGC found in homozygosity in exon 3, causing
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Roberts Syndrome. Most of the identified variants in the literature are in exon 3
and 4 and are of the frameshift type (Afifi et al., 2016). So far, 27 variants are
described in Ensembl as pathogenic for the canonical transcript and a 2018
publication reported one more novel variant, not yet included in the database
(Mengen et al., 2018). However, none of the described variants corresponds to a
large deletion as reported by us.

Roberts syndrome has autosomal recessive inheritance and therefore high
prevalence of inbreeding among parents is observed (Van den Berg and Francke,
1993). The parents of patient 8 live in the inland of Acre in a city of approximately
40 thousand inhabitants located 400 km from the capital Rio Branco, a region
surrounded by the Amazon forest and with difficult access by road or river. This
geographic isolation can favor inbreeding (Rudan, 2006), and although so far no
other cases had been described there (Cardoso et al., 2019), a more careful
investigation is important due to the elevated mortality of Roberts syndrome.

Case 5 presents upper limb phocomelia, alteration in the shoulder, a pink
linear plane hemangioma in the glabella and nose region, and hypoplasic and
constantly flexed thumbs, with a striking resemblance of TE (Vianna et al., 2013;
Mansour et al., 2019). The non-consanguineous couple lives in an endemic
leprosy region with wide availability of Thalidomide (Vianna et al., 2011; Vianna
etal., 2015). Therefore, we couldn’t rule out that this is a new case of TE, although
the mother has not referred ingestion or the drug. No pathogenic variants were
found, but one variant in ESCO2, one in TBX5 and one in SALL4 were observed.
The variant ESCO2: c.*71_*74delTATT was found only in this patient with no
other pathogenic variants. Interestingly, this variant was found in three individuals
in a sample of 27 patients with TE in another study from our group (Gomes et al.,
2019) equivalent of an allelic frequency of 0.055 (3/54). Since its allelic frequency
in the Brazilian population is of only 0.0025, we hypothesize that this might be a
variant of susceptibility to TE or limb defects. This variant is located at UTR 3’,
with a prediction of splicing changes. Previously, regulatory-type variants in
ESCO2 showed greater pathogenic risk potential for TE (Gomes et al., 2019).
Another variant found only in this case and in other patients with TE was
SALL4:¢c.131-226T>C (rs146597375). This variant has predicted changes in
some motifs, such as of MYOG, related to Wnt-mediated beta-catenin signaling

regulation pathways. Wnt-signaling is an important pathway for limb
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developmental and beta-catenin is known to be the target of thalidomide (Ito et
al., 2010).

The TBX5:¢.*384T>C variant was also found in case 5 and case 7 and had
the miR-300 gain predicted. In a study conducted in mice by Cruz et al. (2015),
after forced expression of this miRNA, endothelial and cardiogenic differentiation
was clearly compromised and protein analysis revealed a significant reduction in
the transcription factors Tbhx5 and Nkx2.5 (Cruz et al., 2015). In addition, this UTR
3’ variant is expected to change splicing. That is, it is possible that the variant
produces a new miRNA that reduces the TBX5 transcription itself.

Case 5 has no cardiac changes and case 7 has interventricular
communication and patent ductus arteriosus. Still, it may be interesting to analyze
that TBX5 - a transcription factor that plays an important role in the development
of limbs and heart, is a direct target of thalidomide, preventing up to 40% from
binding it to DNA (Khalil et al., 2017). In addition, TBX5 also appears to activate
the expression of SALL4, another important transcription factor in limb
development and which is also the target of thalidomide (Knobloch and Ruther,
2008; Donovan et al., 2018).

The variants SALL4c.1520T>G and SALL4:c1860A>G were in a haplotype
block in patients with TE from another study of our group (Gomes et al., 2019).
Curiously, the patient in case 5 also appears to have these variants in a
haplotype. Both variants were found only in cases 3, his father, 5 and 8; in the
first three in homozygosis and in case 8 - Roberts syndrome, in heterozygosis.
Haplotypes of other genes have previously been associated with TE (Kowalski et
al., 2016) and risk of teratogenesis (Lupo et al., 2012).

For case 3, the initial diagnostic hypothesis was acro-renal-ocular
syndrome (SALL4), which was not confirmed by our panel. However, in the
analysis of the phenotypes reviewed through the literature and through the HPO
- Human Phenotype Ontology (Kohler et al., 2014) we raised the possibility of
dealing with a case of Cornelia de Lange. When we inserted the phenotypes
mentioned in Table 1 in the Phenomizer tool, available at HPO, together with the
dominant inheritance mode - since her father was born with a talipes, it suggested
Cornelia de Lange with a p-value of 0.0213 and a similarity score of 3.4171, and
after that Duane-radial ray syndrome (Okihiro) with a p-value of 0.0466 and a

similarity score of 3.4940. Cornelia de Lange is known for her characteristic facial
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phenotype, however, it is known that some cases do not have this characteristic
and that the severity of phenotypes varies from mild to severe (Kline et al., 2018).
In addition, Cornelia de Lange has 5 different types registered in OMIM and
caused by variants in several genes. Therefore, it is recommended genetic
analysis for Cornelia de Lange for this patient.

For cases 1, 2, 4, 6 and 7, our panel was performed for a differential
diagnosis, since they had previously clinical suspicious of other known disease.
And as expected, we did not find any variant. Case 1 came to us with the
hypothesis of #OMIM 612447, cases 2, 4 and 6 with hypothesis of TAR, and case
7 with tetramelic monodactyly, remaining with these hypotheses after
sequencing.

Briefly, we raised a new diagnostic hypothesis for case 3, suspected a new
case of TE (case 5) and found a novel variant in ESCO2 that confirmed the
diagnosis of Roberts Syndrome for case 8.

With that, we emphasize the need for more studies in the area in order to
improve the diagnosis and consequently genetic counseling and quality of life of
these patients, since the present study raises new hypotheses and shows the
complexity of making a diagnosis for phenocopies, due precisely to their

phenotypic similarities and genetic complexity, even in the new genomic era.
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Table 1 - Clinical descriptional of individuals with limb reduction defects

01 02 03 04 05 06 07 08
Social profile
neonatal
Age 3 13 15 2 2 5 1 doath
Gender F M M F F M M M
Family history
Maternal age at birth (years) 32 38 30 - - - 31 25
Siblings (n) 1 0 1 0 5 0 0 1
Half siblings (n) 3 2 0 0 0 0 0 0
Previous abortion/stillbirth (n) 1 0 0 0 1 0 0 0
Affected siblings/ half-siblings (n) 1 0 0 0 0 0 0 0
Affected parent 0 0 Father 0 0 0 0 0
Consanguinity among parents N N Y N N N N Y
Prenatal/Neonatal history
Alcohol Y N Y N N Y N N
Drugs N N N N N N N N
Smoking Y N N N N Y N Y
Medications teratogenic N N N N N N N N
Birth weight 2060g 2055g 2950g 2760g - 3480g - -
Birth lenght 36cm 44cm - 46cm - 48cm - -
Gestational age 36w 38w - 40w - 39w 39w 43w
Congenital anomalies (ID HPO) o
Head and neck
Lateral cleft lip (HP:0100335) v 1/8
Microcephaly (HP:0000252) v 1/8
Limbs
Absent radius (HP:0003974) v v v v v 5/8
Absent thumb (HP:0009777) v v v 3/8
Absent hallux (HP:0012386) v v 2/8
2-3 toe syndactyly (HP:0004691) v 1/8
Abnormality of the shoulder (HP:0003043) NG 1/8
Aplasia/hypoplasia of the humerus (HP:0006507) v 1/8
Aplasia/Hypoplasia of the thumb (HP:0009601) v 1/8
Aplasia/Hypoplasia of the tibia (HP:0005772) v 1/8
Bowed humerus (HP:0003865) v 1/8
Carpal bone hypoplasia (HP:0001498) v 1/8
Clinodactyly of the 5th finger (HP:0004209) v 1/8
Foot monodactyly (HP:0200054) v 1/8
Genu valgum (HP:0002857) v 1/8
Hand monodactyly (HP:0004058) v 1/8
Hypoplasia of the ulna (HP:0003022) v 1/8
Short 5th finger (HP:0009237) v 1/8
Short thumb (HP:0009778) N4 1/8
Talipes equinovarus (HP:0001762) v 1/8
Tetraphocomelia (HP:0030721) N4 1/8
Upper limb phocomelia (HP:0009813) v 1/8
Cardiovascular
Persistent arterial duct (HP:0001643) v v 2/8
Ventricular septal defect (HP:0001629) N v 2/8
Patent foramen ovale (HP:0001655) v 1/8
Face
Facial midline hemangioma (HP:0004664) N4 1/8
Unusual facies (HP:0001999) V3 1/8
Eyes: Microcornea (HP:0000482) v 1/8
Ears
Atresia of the external auditory canal (HP:0000413) N4 1/8
Conductive hearing impairment (HP:0000405) N4 1/8
Hearing impairment - not specified (HP:0000365) v 1/8
Digestive system: Meckel diverticulum (HP:0002245) v 1/8
Genitourinary system
Abnormality of the kidney (HP:0000077) V4 v V4 3/8
Cryptorchidism (HP:0000028) v v 2/8
Abnormal localization of kidney (HP:0100542) v 1/8
Renal hypoplasia (HP:0000089) v 1/8
Nervous system
Delayed speech (HP:0000750) v v 2/8
Intellectual disability (HP:0001249) v v 1/8
Global developmental delay (HP:0001263) v 1/8
Growth
Short stature (HP:0004322) v 1/8
Metabolism/Laboratory abnormality
Thrombocytopenia (HP:0001873) v v v 3/8
Anemia (HP:0001903) v 1/8
Hypothyroidism (HP:0000821) v 1/8
Acro-
Clinical diagnosis (hypothesis) 2222'4“;' TARS :Z:fa'r TARS NDS TARS n:::;ad';'::;cly s:::re;:e
syndrome

'number of individuals with the phenotype; 2short scapular waist; 3slightly low nasal bridge with synophrys; 4pyelocalyal dilation; STAR - Thrombocytopenia absent radius
syndrome; 5Not defined.
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Figure 1. Photograph and forearm radiography of case 1.

88



Figure 2. Radiography of forearm/hands right and left (upper images) and
photograph (lower image) of case 2.
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Figure 3. Radiography of forearm/hand right and left hand radiography of case 3.
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Figure 4. Photograph of case 4 and radiograph of the arm and forearm (right
arm in the upper image and left arm in the lower image). Radiograph are
from the neonatal period.
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Figure 5. Photograph of case 5.
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Figure 6. Photograph of case 6; lower limb radiography; radiography of
forearms/hand right; left forearm radiography.
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Figure 7. Radiograph of upper and lower limbs (left side) and photographs of case 7
(right side).
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Figure 8. Photograph and radiograph of case 8.
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Table 2 — Molecular results to ESCO2, SALL4 and TBX5 genes per patient

. Diagnostic .. . ClinVar VarSome
Patient i Genes dbSNP ref DNA variation Zygosity Classification  Classification
uncertain . .
05 ESCO2  rs533417099 @ c.*71_*74delTATT = heterozygous N likely benign
significance
Roberts . ¢.683_696delCGTC not reported .
08 syndrome ESCO2  novel variant ACTGGGACGC homozygous in ClinVar Pathogenic

To patient 01 (OMIM #612447), 02 (TAR - Thrombocytopenia absent radius syndrome), 03 (Acro-renal-ocular syndrome) and his
father, 04 (TAR - Thrombocytopenia absent radius syndrome), 06 (TAR - Thrombocytopenia absent radius syndrome) and 07, no
pathogenic/probably pathogenic/uncertain significance variant (VUS) has been identified in the ESCO2, SALL4, and TBX5 genes.
Reference sequences are ESCO2 transcript NM_001017420, SALL4 transcript NM_020436, and TBX5 transcript NM_000192.
Ensembl release 75 - GRCh37.p13 (Hunt et al., 2018); ClinVar (Landrum et al., 2018); VarSome (Kopanos et al., 2018).
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wildtype AA sequence

mutated AA sequence

PSLGRTQKSKSEVIEDS
DVETVSEKKTFATRQVPKCLVLEEKLKIGLLSASSKNKEKLIKDSSDDRVSSKEHKVDKNEAF
SSEDSLGENKTISPKSTVYPIFSASSVNSKRSLGEEQFSVGSVNFMKQTNIQKNTNTRDTSK
KTKDQLIIDAGQKHFGATVCKSCGMIYTASNPEDEMQHVQHHHRFLEGIKYVGWKKER
VVAEFWDGKIVLVLPHDPSFAIKKVEDVQELVDNELGFQQVVPKCPNKIKTFLFISDEKRV
VGCLIAEPIKQAFRVLSEPIGPESPSSTECPRAWQCSDVPEPAVCGISRIWVFRLKRRKRIA
RRLVDTLRNCFMFGCFLSTDEIAFSDPTPDGKLFATKYCNTPNFLVYNFNS*

Figure 9. A) Wildtype conformation and AA sequence of ESCO2. B) Mutated conformation and AA sequence of ESCO2:

.683_696delCGTCACTGGGACGC variant. The sequence highlighted in green corresponds to the similarity between the
wild and mutated type.
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Supplementary table 1 - Funcional prediction tools and type analyzed variants

Tool Function Analyzed variants
HSF predicts changes in splicing sites missense, synonymous, intronic and 3’"UTR
MethPrimer searches the sequence for potential CpG islands missense, synonymous, intronic and 5’UTR
miRBase predicts possible gains or losses of miRNAs interactions all variants

(R/bioconductor software package) evaluates genomes with motifs from
Motifbreak many public sources and predicts how much information is gained or missense and intronic
lost in one allele of the polymorphism

predicts the impact of the variants through physico-chemical
Mutation Taster characteristics of original and new amino acids and evaluates possible all variants
splicing changes
predicts the impact of amino acid changes in a human protein based in
sequence and structure predictive features
predicts the impact of the variants through 6 tools (DANN, FATHMM-
MKL, GWAVA, FunSeqz2, FitCons, CADD)
classifies amino acid substitution using a sequence homology-based
approach
(R/bioconductor software package) harmfulness prediction of
synonymous (silent) mutations
SIFT - Sorting Intolerant From Tolerant (Kumar et al., 2009); Polyphen-2 - Polymorphism Phenotyping v.2 (Adzhubei et al., 2010); HSF - Human Splicing Finder

(Desmet et al., 2009); MethPrimer (Li and Dahiya, 2002); Motifbreak (Coetzee et al., 2015); SILVA (Buske et al., 2013); PredictSNP2 (Bendl et al., 2016);
miRBase (Griffiths-Jones et al., 2006); Mutation Taster (Schwarz et al., 2014).

Polyphen-2 missense

PredictSNP2 all variants
SIFT missense and synonymous

SILVA synonymous
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Supplementary table 2 - Differential diagnoses per patient

5 5 & .
3 g % 5 € o = S -
S £ § 5 £ % £ & B SN
o w
Patient HPO term HPO ID e 38 9 3 g £ B 280 < 2 G
g & o = JF = ol 28 e <
6 E T & £ ° &g o : >
E§ g @ 3 2 2
< < (]
Absent hallux HP:0012386
Absent radius HP:0003974 v v v v v v
Absent thumb HP:0009777 v v vV v
01 Aplasia/Hypoplasia of the tibia HP:0005772
Global developmental delay HP:0001263 v v v v Y
Hearing impairment - not specified HP:0000365 v v v
Microcephaly HP:0000252 v v v v
Abnormality of the kidney HP:0000077 v v v
Abnormality of the shoulder HP:0003043 v
Absent radius HP:0003974 v v v v v v
Aplasia/hypoplasia of the humerus HP:0006507 v
Aplasia/hypoplasia of the ulna HP:0003022/HP:0006495 v v @V v v
Bowed humerus HP:0003865
02 Carpal bone hypoplasia HP:0001498 v
Intellectual disability HP:0001249 v v v Y v v
Meckel diverticulum HP:0002245 v v
Patent foramen ovale HP:0001655
Short stature HP:0004322 v v | v Y
Talipes equinovarus HP:0001762 v
Thrombocytopenia HP:0001873 v v
Abnormal localization of kidney HP:0100542 v v
Abnormality of the kidney HP:0000077 v v v
Absent radius HP:0003974 v v v v v v
Absent thumb HP:0009777 v v vV v
Aplasia/Hypoplasia of the thumb HP:0009601 v
Atresia of the external auditory canal HP:0000413 v
03 Conductive hearing impairment HP:0000405 v v | v
Cryptorchidism HP:0000028 v v v v Y
Delayed speech HP:0000750 v
Intellectual disability HP:0001249 v v v v v v
Depressed nasal bridge HP:0005280 v
Microcornea HP:0000482 v v
Renal hypoplasia HP:0000089 v v v
Synophrys HP:0000664 v
Absent radius HP:0003974 v v v Y v v
04 Persistent arterial duct HP:0001643 v v v v Y
Thrombocytopenia HP:0001873 v v
Ventricular septal defect HP:0001629 v v Y v v v Y
Facial midline hemangioma HP:0004664
05 Phocomelia HP:0009829 v v v | Y
Short thumb HP:0009778 v v v v
2-3 toe syndactyly HP:0004691 v v
Abnormality of the kidney HP:0000077 v v v
Absent radius HP:0003974 v v v v v v
Anemia HP:0001903 v
Clinodactyly of the 5th finger HP:0004209 v v v v v
06 Cryptorchidism HP:0000028 v v v v v
Delayed speech HP:0000750 v
Genu valgum HP:0002857
Hypothyroidism HP:0000821 v
Short 5th finger HP:0009237
Thrombocytopenia HP:0001873 v v
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Supplementary table 2 - Differential diagnoses per patient (continued)

Patient HPO term HPO ID
Absent hallux HP:0012386
Absent thumb HP:0009777
07 Foot monodactyly HP:0200054
Hand monodactyly HP:0004058
Persistent arterial duct HP:0001643
Ventricular septal defect HP:0001629
Cleft palate HP:0000175
08 Tetraphocomelia HP:0030721

Acro-renal-Ocular

Anemia de Fanconi

<

v
v

Baller-Gerold

v

Cornelia de Lange

v
v

Holt-Oram

Okihiro*

Rapadilino*

v

Roberts

v
v
v

v

SC Focomelia

TAR

v
v

Townes-Brocks

VACTERL

v

' Very frequent anomalies in the syndrome (present between 80-99% of patients) - GARD data; 2 Very frequent anomalies in the syndrome - Orphanet data; *
Frequency data not available; TAR - Thrombocytopenia-absent radius; VACTERL - Vertebral defects, Anal atresia, Cardiac defects, tracheo-esophageal fistula,
Renal anomalies, and Limb abnormalities association; HPO - Human Phenotype Ontology (K6hler et al., 2018); Genetic and Rare Diseases Information Center

(GARD) (https://rarediseases.info.nih.gov/); Orphanet (https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php).
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Supplementary Table 3 -Variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes per patient

Patient

01

02

Diagnostic
hypothesis

#612447

TAR
Thrombocytopenia
absent radius
syndrome

Genes

ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

SALL4
SALL4
SALL4

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

ESCO2
ESCO2
SALL4
SALL4
SALL4
SALL4

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

dbSNP ref

rs1824449

rs200666958

rs62498042

rs35430328

rs13038893
rs17802735
rs6013281

rs1248046

rs2277377

rs6489956

rs883079

rs1824449
rs2272730
rs13038893
rs17802735
rs6013281
rs6091375

rs140532076

rs2236017

rs2277377

rs6489956

rs883079

rs1248046

Location

chr8:27641609

chr8:27661096

chr8:27661085

chr8:27631990

chr20:50407966
chr20:50405502
chr20:50408482

chr12:114845506

chr12:114823187

chr12:114792236

chr12:114793240

chr8:27641609

chr8:27632143
chr20:50407966
chr20:50405502
chr20:50408482
chr20:50406630

chr12:114792664

chr12:114832510

chr12:114823187

chr12:114792236

chr12:114793240

chr12:114845506

DNA variation

c.1013+35G>A

c.*1417>C

c.*130G>A

c.-151G>A

c.1056G>A
€.2640G>C
¢.540T>C

c.-39+113A>G

c.755+94C>A

c.*1101A>G

c.*97G>A

c.1013+35G>A
c.-17+19C>T
¢.1056G>A
€.2640G>C
¢.540T>C
€.2392A>C

c.*673C>T

€.663+36G>T

C.755+94C>A

c.*1101A>G

c.*97G>A

c.-39+113A>G

Aminoacid variation

p.Ala352=
p.Ser880=
p.Asn180=

p.Ala352=

p.Ser880=

p.Asn180=
p.lle798Leu

Position

intron
3'UTR

(exon 11)

3'UTR

(exon 11)

5'UTR
(exon 1)
exon 2

exon 3

exon 2

intron

intron

3'UTR
(exon 9)
3'UTR
(exon 9)
intron

intron

exon 2
exon 3
exon 2
exon 2

3'UTR
(exon 9)

intron
intron

3'UTR
(exon 9)
3'UTR
(exon 9)

intron

Consequence

synonymous
synonymous

synonymous

synonymous
synonymous
synonymous

missense

Reference allele

G

T

= > 0 0o 00

[0}

Alternative
allele

A

C

O 6O 6 4 4 >

>

Genotype
A/A

T/C

G/A

G/A

c/T
C/G
G/G

T/C

G/T

c/c

c/T

A/A
T/T
T/T
C/G
G/G
T/G

G/A
C/A

G/T

c/c

c/T

T/C

ClinVar

VarSome

Classification Classification

benign

likely benign

benign
not reported
in Clinvar
benign
benign
benign

not reported
in ClinVar

not reported
in Clinvar

benign

benign

benign
benign
benign
benign
benign

benign
likely benign

benign

not reported
in Clinvar

benign

benign

not reported
in ClinVar

benign

benign
benign

benign

benign
benign

benign

benign
benign
benign

benign

benign
benign
benign
benign
benign

benign
benign
benign

benign
benign
benign

benign
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Supplementary Table 3 - Variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes per patient (continued)

Patient Dlagnostl-c Genes  dbSNP ref Location DNA variation Aminoacid variation = Position Consequence Reference allele el Genotype CI'.n.V ar. Var_S.o m?
hypothesis allele Classification Classification
ESCO2 = rs1824449 chr8:27641609 c.1013+35G>A intron G A A/A benign benign
ESCO2 = rs2272730 chr8:27632143 c.-17+19C>T intron C T T/T benign benign
Acro renal ocular | SALL4 | rs6013281 | chr20:50408482 ¢.540T>C p.Asn180= exon 2 synonymous A G G/G benign benign
03

syndrome SALL4 = rs6021437 | chr20:50407162 c.1860A>G p.Thr620= exon 2 synonymous T C c/C benign benign
SALL4 = rs6126344 | chr20:50407502 c.1520T>G p.Leu507Arg exon 2 missense A C c/C benign benign
TBX5 rs2236017 | chr12:114832510 €.663+36G>T intron C A A/A benign benign
ESCO2 = rs1824449 chr8:27641609 c.1013+35G>A intron G A A/A benign benign
ESCO2 = rs2272730 chr8:27632143 c.-17+19C>T intron C T Cc/T benign benign
SALL4 = rs6013281 | chr20:50408482 ¢.540T>C p.Asn180= exon 2 synonymous A G G/G benign benign
SALL4 = rs6021437 | chr20:50407162 c.1860A>G p.Thr620= exon 2 synonymous T C c/C benign benign
Fa(t)l;er father 03 SALL4 = rs6126344 | chr20:50407502 c.1520T>G p.Leu507Arg exon 2 missense A C c/C benign benign
TBX5 rs2236017 | chr12:114832510 €.663+36G>T intron C A A/A benign benign

3'UTR . .
TBX5 rs6489956 | chr12:114792236 c.*1101A>G (exon 9) T C T/C benign benign

3'UTR : :
TBX5 rs883079 | chr12:114793240 c.*97G>A (exon 9) C T C/T benign benign
ESCO2 = rs1824449 chr8:27641609 c.1013+35G>A intron G A A/A benign benign
ESCO2 = rs2272730 chr8:27632143 c.-17+19C>T intron C T C/T benign benign
SALL4 = rs6013281 | chr20:50408482 ¢.540T>C p.Asn180= exon 2 synonymous A G G/G benign benign
SALL4 | rs75554760 | chr20:50407465 c.1557C>T p.Pro519= exon 2 synonymous G A G/A likely benign benign
TBX5 rs2236017 | chr12:114832510 €.663+36G>T intron C A C/A benign benign
TBXS | rs2277377 | chr12:114823187 C.755+94C>A intron G T G/T ”cl’r: Eeh’:x/ratfd benign

TAR X 6489956 hr12:114792236 *1101A>G 3'UTR ¢ c/C beni beni
04 Thrombocytopenia TBX5 rs 5 chrl2: 7 c.*1101A> (exon 9) T / enign enign

absent radius 3 UTR
syndrome TBX5 rs883079 | chr12:114793240 c.*97G>A (exon 9) C T T/T benign benign
TBX5 | rs11837917  chr12:114845607 c.-39+12C>A intron G T G/T benign benign
TBXS | rs1248046 | chrl2:114845506  c.-39+113A>G intron T c T/c | Motreported |
in ClinVar

5'UTR . .
TBX5 | rs78462880 | chr12:114845885 c.-305C>A (exon 1) G T G/T benign benign

5'UTR . .
TBX5 @ rs79465718 @ chr12:114846228 c.-648C>G (exon 1) G C G/C benign benign
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Supplementary Table 3 - Variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes per patient (continued)

Patient Dlagnostl-c Genes  dbSNP ref Location DNA variation Aminoacid variation = Position Consequence Reference allele el Genotype CI'.n.V ar. Var_S.o m?
hypothesis allele Classification Classification
ESCO2 = rs1824449 chr8:27641609 c.1013+35G>A intron G A A/A benign benign
ESCO2 | rs533417099 | chr8:27661025 | c.*71_*74delTATT 3'UTR CTATT c CTATT/C | UNCemain 1 uely benign
(exon 11) significance
3'UTR . .
ESCO2 ' rs62498042 @ chr8:27661085 c.*130G>A G A G/A benign benign
(exon 11)
SALL4 | rs146597375 | chr20:50409117 €.131-226T>C intron A G A/G "cl’rt‘ rcelf:‘ ‘U::d benign
SALL4 = rs6013281 | chr20:50408482 ¢.540T>C p.Asn180= exon 2 synonymous A G G/G benign benign
SALL4 = rs6021437 | chr20:50407162 c.1860A>G p.Thr620= exon 2 synonymous T C c/C benign benign
05 ND' SALL4 = rs6126344 | chr20:50407502 €.1520T>G p.Leu507Arg exon 2 missense A C c/c benign benign
TBX5 | rs12426660 | chr12:114792953 c.*384T>C (zxcljr;r; A G A/G benign benign
TBX5 rs2236017 | chr12:114832510 €.663+36G>T intron C A A/A benign benign
TBX5 rs6489956 | chr12:114792236 c.*1101A>G (:ngZ) T C T/C benign benign
3'UTR . .
TBX5 rs883079 | chr12:114793240 c.*97G>A (exon 9) C T C/T benign benign
TBX5 | rs1248046 | chrl2:114845506  c.-39+113A>G intron T C T/C "?r: rcﬁ'l‘:] ‘y;fd benign
ESCO2 = rs1824449 chr8:27641609 c.1013+35G>A intron G A A/A benign benign
ESCO2 | rs62498042 & chr8:27661085 c.*130G>A 3"UTR G A A/A benign benign
(exon 11)
ESCO2  rs35430328 = chr8:27631990 c.-151G>A > UTR G A p/a | motreported o Lo
(exon 1) in ClinvVar
TAR SALL4 | rs6013281 | chr20:50408482 €.540T>C p.Asn180= exon 2 synonymous A G G/G benign benign
06 Thrombocytopenia - - -
absent radius TBX5 rs2236017 | chr12:114832510 €.663+36G>T intron C A C/A benign benign
syndrome
Y TBXS5 | rs2277377 | chr12:114823187 €.755+94C>A intron G T G/T "ci’rt] Ei’:\‘vat‘:d benign
3'UTR . .
TBX5 rs6489956 | chr12:114792236 c.*1101A>G (exon 9) T C T/C benign benign
3'UTR . .
TBX5 rs883079 | chr12:114793240 c.*97G>A (exon 9) C T Cc/T benign benign
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Supplementary Table 3 - Variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes per patient (continued)

Diagnostic

hypothesis CEpes

Patient
ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

07 ND' SALL4
TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

ESCO2

ESCO2
ESCO2
SALL4
SALL4
SALL4
SALL4
SALL4

Roberts

08
syndrome

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

dbSNP ref

rs1824449

rs62498042

rs2272730

rs35430328

rs6013281

rs12426660

rs2236017

rs2277377

rs571924700

novel variant

rs1824449
rs2272730
rs13038893
rs13043248
rs6013281
rs6021437
rs6126344

rs2277377

rs6489956

rs883079

rs1248046

Location

chr8:27641609

chr8:27661085

chr8:27632143

chr8:27631990

chr20:50408482

chr12:114792953

chr12:114832510

chr12:114823187

chr12:114841450

chr8:27634507

chr8:27641609

chr8:27632143
chr20:50407966
chr20:50406985
chr20:50408482
chr20:50407162
chr20:50407502

chr12:114823187

chr12:114792236

chr12:114793240

chr12:114845506

DNA variation
c.1013+35G>A
c.*130G>A
c.-17+19C>T
c.-151G>A
¢.540T>C
€.*384T>C
C.663+36G>T

C.755+94C>A

c.147+107C>A
€.683_696delCGTCA
CTGGGACGC
c.1013+35G>A
c.-17+19C>T
c.1056G>A
€.2037C>T
¢.540T>C
c.1860A>G
¢.1520T>G

C.755+94C>A

c.*1101A>G

c.*97G>A

c.-39+113A>G

Aminoacid variation

p.Asn180=

p.Pro228HisfsTer5

p.Ala352=
p.Thr679=
p.Asn180=
p.Thr620=
p.Leu507Arg

Position

intron

3'UTR
(exon 11)

intron

5'UTR
(exon 1)

exon 2

3'UTR
(exon 9)

intron

intron

intron

exon 3

intron
intron
exon 2
exon 2
exon 2
exon 2

exon 2
intron

3'UTR
(exon 9)
3'UTR
(exon 9)

intron

Consequence

synonymous

frameshift

synonymous
synonymous
synonymous
synonymous

missense

Reference allele

G

G

CCGTCACTGGGACGC

> 4 > o0 0o 00

T

Alternative
allele

A

A

@)

o o o >» 4 4 >

C

Genotype
A/A
G/A
c/T
G/A
G/G
A/G
c/A

G/T

G/T

c/c

A/A
T
C/T
G/A
G/G
T/C
A/C

T/T

c/c

T/T

c/c

ClinVar
Classification

benign
benign

benign

not reported
in ClinvVar

benign
benign

benign

not reported
in Clinvar

not reported
in ClinVar

novel variant

benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign
not reported

in Clinvar

benign

benign

not reported
in ClinVar

VarSome
Classification

benign
benign
benign
benign
benign
benign
benign

benign

benign

pathogenic
benign
benign
benign
benign
benign
benign

benign

benign

benign

benign

benign

"Not definided; Reference sequences are: ESCO2 transcript NM_001017420, SALL4 transcript NM_020436 and TBX5 transcript NM_000192. Ensembl release 75 - GRCh37.p13 (Hunt et al., 2018); ClinVar (Landrum et al., 2018); VarSome
(Kopanos et al., 2018).
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Supplementary Table 4 - Allelic frequencies of the variants found in the individuals with limb reduction defects

ABraOM gnomAD genomes 1000 Genomes
Gene dbSNP ref DNA variation §
MAF Total MAF African MAF Latino MAF European MAF Total MAF African MAF American MAF European MAF
. €.683_696del
ESCO2 novel variant CGTCACTGGGACGC 1
ESCO2 rs1824449 c.1013435G>A 0.0148 (G) 0.0200 0.0720 0.0020 0.0004 0.0220 0.0820 0.0030 0.0000 9
ESCO2 rs200666958 c.*141T>C no matches (C)  0.0170 0.0530 0.0030 0.0010 0.0250 0.0580 0.0090 0.0010 1
ESCO2 rs2272730 c.-17+419C>T 0.3794 (T) 0.4232 0.3798 0.4316 (C) 0.4363 0.4670 0.3680 0.4860 (C) 0.4240 6
ESCO2  rs35430328 c.-151G>A 0.2736 (A) 0.2580 0.1170 0.2390 0.3300 0.1830 0.0960 0.3080 0.3540 3
ESCO2 rs533417099 | c.*73_*76delTTTA 0.0025 (-) 0.0080 0.0310 0.0050 0.0001 0.0060 0.0230 0.0010 0.0000 1
ESCO2  rs62498042 c.*130G>A 0.2442 (A) 0.4300 0.3830 0.3750 0.4410 0.4970 0.4530 0.4900 (G) 0.4580 (G) 4
SALL4 = rs13038893 c.1056G>A 0.2660 (T) 0.2950 0.3240 0.1780 0.3250 0.2090 0.3070 0.2050 0.3280 3
SALL4 = rs13043248 €.2037C>T 0.0698 (A) 0.0730 0.0220 0.0640 0.1030 0.0440 0.0040 0.0560 0.1150 1
SALL4 = rs146597375 c.131-226T>C 0.0117 (G) 0.0090 0.0020 0.0140 0.0130 0.0080 0.0000 0.0200 0.0170 1
SALL4 = rs17802735 €.2640G>C 0.0837 (G) 0.0910 0.0210 0.0640 0.1360 0.0500 0.0030 0.0730 0.1270 2
SALL4 rs6013281 ¢.540T>C 0.0016 (A) 0.0030 0.0020 0.0010 0.0050 0.0030 0.0020 0.0000 0.0040 9
SALL4 rs6021437 c.1860A>G 0.3621 (C) 0.3080 0.2060 0.3100 0.3280 0.3820 0.1980 0.3410 0.3360 4
SALL4 rs6091375 c.2392A>C 0.0739 (G) 0.0720 0.1500 0.0370 0.0510 0.0660 0.1620 0.0490 0.0650 1
SALL4 rs6126344 €.1520T>G 0.3506 (C) 0.2890 0.1400 0.3010 0.3280 0.3590 0.1220 0.3390 0.3350 4
SALL4 = rs75554760 c.1557C>T 0.0025 (A) 0.0010 0.0005 0.0000 0.0020 0.0010 0.0000 0.0010 0.0040 1
TBX5 rs11837917 c.-39+12C>A 0.0236 (T) 0.0370 0.1300 0.0130 0.0005 0.0360 0.1270 0.0140 0.0000 1
TBX5 rs12426660 €.*384T>C 0.0363 (G) 0.0090 0.0040 0.1770 0.0010 0.0430 0.0020 0.2250 0.0000 2
TBX5 rs1248046 c.-39+113A>G 0.3396 (C) 0.3190 0.0940 0.2190 0.4580 0.1760 0.0400 0.2390 0.4160 5
TBX5 = rs140532076 c.*673C>T no matches (A)  0.0040 0.0020 0.0040 0.0060 0.0020 0.0010 0.0030 0.0050 1
TBX5 rs2236017 €.663+36G>T 0.4021 (C) 0.4520 0.4200 (A) 0.2640 0.3870 0.4710 0.3930 (A) 0.2970 0.3950 7
TBX5 rs2277377 €.755+94C>A 0.2512 (T) 0.2570 0.2200 0.2010 0.3050 0.1890 0.2180 0.2320 0.3070 6
TBX5 = rs571924700 c.147+107C>A no matches (T)  0.0007 0.0003 0.0000 0.0009 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000 1
TBX5 rs6489956 ¢.*1101A>G 0.2225 (T) 0.1910 0.1880 0.3240 0.1890 0.1920 0.1630 0.3360 0.1900 7
TBX5 rs78462880 c.-305C>A 0.0210 (T) 0.0410 0.1430 0.0140 0.0010 0.0410 0.1450 0.0160 0.0000 1
TBX5 rs79465718 c.-648C>G 0.0455 (C) 0.0410 0.1430 0.0140 0.0010 0.0410 0.1450 0.0160 0.0000 1
TBX5 rs883079 c.*97G>A 0.3481 (C) 0.3250 0.3290 0.4690 (T) 0.2850 0.4280 0.3380 0.4940 0.2850 7

and TBX5 transcript NM_000192; Ensembl release 75 - GRCh37.p13 (Hunt et al., 2018); ABraOM (Naslavsky et al., 2017); gnomAD genomes (Karczewaki et al.,2019); 1000 Genomes (Auton et al.,2015).

Tnumber of variants in this sample including patient's father 03; MAF - Minor allele frequency; Reference sequences are ESCO2 transcript NM_001017420, SALL4 transcript NM_020436,
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Gene

ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

ESCO2

SALL4

SALL4

SALL4

SALL4

dbSNP ref

novel variant

rs1824449

rs200666958

rs2272730

rs35430328

rs533417099

rs62498042

rs13038893

rs13043248

rs146597375

rs17802735

Supplementary Table 5 - Functional prediction of variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes

SIFT Polyphen-2 HSF

New ESS site;
ESE site broken’

not found

ESE site broken’

New ESS site;
ESE site broken’

New ESS site;

tolerated ESE site broken'

New ESS site’

tolerated

ESE site broken’

tolerated New ESS site'

MethPrimer

no island

no island

no changes

Changes 1 CpG
island’

Lost of 1 CpG island'

Changes 1 CpG
island’

no island

Lost of 1 CpG island

Motifbreak

TBP, POU6F1

PAXS, ZFX

MYOG, ZBTB7B,
NH1H1, TFAP4,
MYF6, TCF12

SILVA

Likely benign’

Likely benign’

Likely benign’

PredictSNP2 miRBase

Lost hsa-miR-
1225-5p

neutral - 6 tools’ no matches

Lost hsa-miR-
3149, won hsa-
miR-574-3p

neutral - 5 tools

neutral - 4 tools’ no diferences

1

deleterious - 5 tools no differences

Lost hsa-miR-
606, Won hsa-
miR-3149

neutral - 5 tools’ Lost hsa-miR-297

neutral - 6 tools’ no matches
Won hsa-miR-
neutral - 6 tools' 6874, hsa-miR-
9851-3p
neutral - 5 tools’ Won hsa-miR-
615
neutral - 6 tools’ no matches

Mutation Taster
Splicing affected;
Protein features
might
be affected

Splicing affected’

Splicing affected

no abrogation of
potential splice
sites
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’

Splicing affected

Splicing affected’

Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
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Gene

SALLA

SALL4

SALLA

SALLA

SALL4

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

dbSNP ref

rs6013281

rs6021437

rs6091375

rs6126344

rs75554760

rs11837917

rs12426660

rs1248046

rs140532076

rs202095845

Supplementary Table 5 - Functional prediction of variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes (continued)

SIFT

tolerated

tolerated

tolerated’

tolerated’

tolerated

Polyphen-2 HSF

New donor site;
New ESS site;
ESE site broken’

No significant
splicing motif
alteration
detected

benign’ ESE site broken'

benign’ ESE site broken

No significant
splicing motif
alteration
detected

unexpected
error

not found

unexpected
error

not found

ESE site broken

MethPrimer

no island

Changes 2 CpG

island’

no island

no island

no island

no island

no island

Motifbreak

null

PPARD, PPARG,
ESR2, NR1H2,
THRB, RXRA,
RXRB, RARB,
NR2C1, THRA

null

null

SILVA

Likely benign’

Likely benign’

PredictSNP2

neutral - 6 tools’

neutral - 6 tools'

neutral - 5 tools’

neutral - 5 tools’

neutral - 6 tools

neutral - 5 tools

neutral - 4 tools

neutral - 5 tools’

neutral - 4 tools

neutral - 6 tools

miRBase

no matches

no matches

Lost hsa-miR-
10397-5p

no differences

Lost hsa-miR-
6735-3p, hsa-
miR-4692

Lost hsa-miR-
761, hsa-miR-
7851-3p, hsa-
miR-490-3p
Won hsa-miR-
300, hsa-miR-
1185-2-3p, hsa-
miR-1185-1-3p

Lost hsa-miR-

6889-3p, hsa-
miR-195-5p

no matches

Lost hsa-miR-
4668-5p

Mutation Taster
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
mightbe
affected’

Splicing affected;
Protein features
might
be affected’

no abrogation of
potential splice
sites

Splicing affected

Splicing affected

Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected

Splicing affected
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Gene

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

TBX5

dbSNP ref

rs2236017

rs2277377

rs571924700

rs6489956

rs78462880

rs79465718

rs883079

Supplementary Table 5 - Functional prediction of variants found in ESCO2, SALL4 and TBX5 genes (continued)

SIFT Polyphen-2 HSF

New ESS site;
ESE site broken’

ESE site broken’

New donor site’

not found

New ESS site'

MethPrimer

no island

no island

Changes 1 CpG
island’

no changes

no island

Motifbreak

null

FLI1, ELF2, ZBTB4,
ETS1, TEAD1

RUNX3, IRF5

PredictSNP2

neutral - 5 tools'

neutral - 4 tools'

neutral - 5 tools'

neutral - 5 tools'

deleterious - 6 tools

neutral - 4 tools

neutral - 4 tools'

miRBase

no matches

Lost hsa-miR-
1207, hsa-miR-
6893

no differences

Lost hsa-miR-
1294

Won hsa-miR-
6763-3p, hsa-
miR-6754-3p

no matches

Lost hsa-miR-
492

Mutation Taster
Splicing affected;
Protein features
might be
affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’
Splicing affected;
Protein features
might
be affected’

Splicing affected’

Splicing affected;
Protein features
might
be affected
no abrogation of
potential splice
sites
Splice donor
marginally
increased

Tanalysis previously conducted by our group and published at https://doi.org/10.1038/s41598-019-47739-8 (Gomes et al., 2019). SIFT - Sorting Intolerant From Tolerant (Kumar et al., 2009); Polyphen-2 -
Polymorphism Phenotyping v.2 (Adzhubei et al., 2010); HSF - Human Splicing Finder (Desmet et al., 2009); MethPrimer (Li and Dahiya, 2002); Motifbreak (Coetzee et al., 2015); SILVA (Buske et al., 2013);

PredictSNP2 (Bendl et al., 2016); miRBase (Griffiths-Jones et al., 2006); Mutation Taster (Schwarz et al., 2014); ESE - Exonic Splicing Enhancer; ESS - Exonic Splicing Silencer.
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5 DISCUSSAO

As sindromes com defeitos de reducdo de membros passaram a ganhar
notoriedade na comunidade cientifica a partir da década de 60, quando ocorreram
milhares de casos de TE. Contudo, o Brasil continua apresentando novos casos, € a
analise dismorfoldgica juntamente com analise genética em pacientes com DRM sé&o
fundamentais para fazer o diagnostico diferencial, uma vez que a confirmacédo de
ingestao da talidomida nem sempre pode ser confirmada.

Sessenta anos se passaram, € ndo somente a analise gendémica sofreu
transformacdes, mas também as andlises fenotipicas, com o surgimento de um
grande numero de ferramentas de bioinformatica. Essas ferramentas nos trazem a
oportunidade de estudar em mais detalhes os aspectos genotipicos e fenotipicos da
TE e das sindromes genéticas cuja TE é fenocoOpia, nos permitindo buscar
associacfes entre as variantes e anomalias encontradas e um melhor entendimento
dos mecanismos moleculares dessas sindromes.

Com o proposito de melhorar o diagndstico diferencial clinico, no primeiro artigo
fizemos uma revisdo comparativa das anomalias disponiveis no HPO das sindromes
Anemia de Fanconi (#227650), Sindrome acro-renal-ocular (#607323), Baller-Gerold
(#218600), Cornelia de Lange (#122470), Holt-Oram (#142900), Okihiro (#607323),
Rapadilino (#266280), Roberts (#268300), SC-Focomelia (#269000), TAR -
Trombocitopenia e auséncia de radio (#274000), Townes-Brocks tipo 1 e 2
(#107480/#617466) e Associacdo VACTERL (%192350). Mansour et al. (2019) estéo
desenvolvendo um algoritmo com a finalidade de fazer diagnostico diferencial para
TE, enquanto nés construimos uma extensa lista comparativa dos fenétipos das
principais sindromes similares e disponibilizamos este material para consulta. Dessa
forma, € de nosso conhecimento que este seja o primeiro estudo que analisa um
grande numero de anomalias para varios diagndésticos diferenciais para TE.

A partir de uma lista com mais de 400 fendtipos, apontamos as anomalias que
sdo sobrepostas e as que sdo diferenciais para cada sindrome analisada.
Identificamos achados Unicos de TE, especialmente da cintura escapular, também

demonstrados recentemente por Mansour et al. (2019), e os comparamos com 0S
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achados escapulares encontrados em HOS e TAR. Ainda, salientamos a
sobreposicao de anomalias de TE encontrada principalmente em RBS e Okihiro.

Além desse proposto, nos questionamos quanto a classificacdo das sindromes
alélicas. RBS e SC-Focomelia, Okihiro e Acro-renal-ocular, e ainda BGS e Rapadilino,
sdo causadas por variantes nos mesmos genes. Nos ultimos anos, condi¢cdes assim
tém sido unificadas, de forma que a medida que novos genes vao sendo descobertos,
0 numero de sindromes diminui (Bonafe et al.,, 2015). Em nossa andlise, essas
sindromes tiveram grande sobreposi¢cdo fenotipica, mas anomalias diferenciais
também foram encontradas. No caso de RBS e SC-Focomelia, a gravidade do fen6tipo
€ variavel, inclusive quanto ao aspecto de sobrevida, importante a ser considerado no
aconselhamento genético. No entanto, estudos que analisem a correlagdo genotipo-
fenotipo séo dificeis de realizar devido a raridade dessas doencas. Assim, embora
possam ser consideradas diferentes espectros de uma mesma condicao, elas devem
ser unificadas?

No segundo artigo, realizamos a descri¢éo clinica de 8 pacientes com defeitos
de reducdo de membros, e realizamos o teste genético através de um painel NGS e
predicdes in silico.

Identificamos uma nova variante deletéria em ESCO2 no paciente 8 e
confirmamos o diagnostico clinico de RBS. Essa variante foi encontrada no filho de
um casal de primos que vive em regido cercada pela floresta amazobnica. A
consanguinidade aqui observada é importantissima no aconselhamento genético,
dada as circunstancias de moradia/vida do casal e gravidade da doenca produzida.

Para o paciente 3, esperdvamos encontrar alguma variante em SALL4, devido
ao diagnostico clinico de Acro-renal-ocular. Porém, nenhuma variante patogénica foi
encontrada, e apds analise de sua descri¢ao clinica, sugerimos se tratar de Cornelia
de Lange. Este caso, denota a complexidade de diagnéstico entre sindromes de
semelhanca fenotipica e como ferramentas de bioinformatica para analise fenotipica,
como o HPO e Phenomizer, podem ser uteis no auxilio do diagndéstico diferencial.

Outro caso interessante dessa série, € 0 caso 5. A paciente apresenta
focomelia de membros superiores e ndo possui nenhuma variante patogénica em
ESCO2, SALL4, e TBX5, que constituem os principais diagndsticos diferenciais para

TE. No entanto, encontramos uma VUS em ESCO2 que € extremamente rara na
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populacao brasileira, e em nosso grupo de pesquisa ja foi anteriormente encontrada
em mais trés pacientes com TE (Gomes et al.,, 2019). Com isso, acreditamos que
possa se tratar de uma variante de suscetibilidade para TE ou DRM e essa hipétese
ainda deve ser investigada. Além da focomelia, a paciente apresenta outras anomalias
muito compativeis com TE, e nasceu em regido endémica de hanseniase. Com isso,
acreditamos que possa se tratar de um novo caso de TE no Brasil, ainda que a
ingest&o da talidomida ndo pode ser confirmada. Esse caso mostra como o estudo de
casos com DRM é sensivel para a identificagcdo de novos casos de TE, mesmo em
uma pequena série como esta. Anteriormente, Vianna et al. (2011) desenvolveram um
fendtipo de vigilancia para TE (TEP — fenétipo de embriopatia por Talidomida) que
incluem amelia, defeito de reducéo intercalar transverso - tal como focomelia, e defeito
de reducao longitudinal pré-axial. Esse fenétipo se mostrou altamente sensivel para
identificacdo de novos casos, e mostrou que o as maiores taxas de TEP coincidem
com as regides com maior disponibilidade de talidomida. Nesse mesmo estudo, dois
casos com fenétipo altamente sugestivo de TE foram encontradas e a ingestdo de
talidomida também néo pode ser confirmada.

No presente estudo levantamos novas hipéteses que mostram a complexidade
de se diagnosticar fenocépias, devido precisamente as suas semelhancas fenotipicas
e complexidade genética, e que podem futuramente auxiliar na melhora do diagnostico
dessas sindromes.

Além de questdes puramente clinicas e moleculares, € preciso considerar o
aspecto humanistico que envolve o trabalho com esses pacientes. Recentemente, um
estudo avaliou os aspectos fisicos e psicolégicos que os pacientes com HOS
vivenciam. A analise mostrou que diferentes questbes sao preocupacdes nas
diferentes etapas de suas vidas, desde a necessidade de adaptacdes fisicas nos
primeiros anos de vida, ao medo de rejeicdo e preocupacdes com a descendéncia na
vida adulta. Além disso, a andlise mostrou que o0s pacientes buscam tentar entender
o porqué de serem diferentes e necessitam entenderam as causas de seu problema
(Brugallé et al., 2019).

Pensando nos pacientes com TE, a explicacdo da causalidade é especialmente
dificil, ja que atualmente a confirmacéo da ingestdo da talidomida € necessaria para

confirmar o diagnostico no Brasil. No entanto, o uso indiscriminado de medicacéo é
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muito comum no pais, e ndo raro, 0o usuario ndo sabe ou nao se lembra que
medicamento ingeriu.

Nesse sentido, é notadvel a necessidade de estudos multidisciplinares que
busquem melhorar o diagndstico, aconselhamento genético e qualidade de vida dos
pacientes com DRM, uma vez que, apesar de serem doencas raras, as pessoas que

passam por esses problemas ndo podem ser esquecidas.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Analisamos os genes ESCO2, TBX5 e SALL4 em oito pacientes com defeitos de
reducdo de membros e identificamos uma nova variante frameshift para a Sindrome
de Roberts, cumprindo o objetivo geral deste trabalho.

Os objetivos especificos também foram cumpridos, com excecdo ao item b)
“Ildentificar associagdes entre variantes com os tipos de anomalias de membros”,
devido ao baixo n alcangado neste projeto.

Ainda, realizamos um trabalho de revisao clinica que nao estava incluido nos
Nnossos objetivos, e que se mostrou importante para o diagnostico diferencial dessas
sindromes. Conseguimos também levantar novas hipoteses a serem consideradas
nos estudos dessas doencas, mostrando a relevancia de se realizar estudos
observacionais descritivos.

Agora, como forma de complementar esse projeto, estamos realizando um
estudo de biologia de sistemas que engloba os genes de todas as doencas avaliadas
no primeiro artigo. Esta andlise visa melhorar o entendimento molecular dessas
sindromes, de como produzem os fenotipos observados. Podendo inclusive,
posteriormente serem utilizados para a criacdo de um novo painel NGS para

sindromes com DRM.
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APENDICE A - CLASSIFICACAO DOS DEFEITOS DE REDUCAO DE MEMBROS PROPOSTA POR GOLD ET AL. (2011).

Auséncia Completa
Intercalar
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do brago superior (Umero distal) com nubbins
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do brago superior (Umero distal) sem nubbins
Terminal Transverso com amputacdo no nivel do antebrago (proximal) com nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel do antebraco (proximal) sem nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel do pulso com nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel do pulso sem nubbins
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do meio da médo com nubbins

Terminal Transverso com amputagdo no nivel do meio da mé@o sem nubbins

Auséncia Completa
Intercalar
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do fémur distal com nubbins
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do fémur distal sem nubbins
Terminal Transverso com amputagdo no nivel da canela (proximal) com nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel da canela (proximal) sem nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel do tornozelo com nubbins
Terminal Transverso com amputacao no nivel do tornozelo sem nubbins
Terminal Transverso com amputagdo no nivel do antepé com nubbins

Terminal Transverso com amputagdo no nivel do antepé sem nubbins

Terminal Transverso com amputagdo no nivel de articulagdes metacarpofalangicas (MCP) digitos 2-5 | Terminal Transverso com amputacéo no nivel de articulacdes metatarsofalangica (MTP) digitos 2-5

Terminal Transverso com amputacao no nivel de articulacdes metacarpofalangicas (MCP) digitos 1-4 | Terminal Transverso com amputacao no nivel de articulag6es metatarsofalangica (MTP) digitos 1-4

Terminal Transverso com amputacao no nivel de articulacdes metacarpofalangicas (MCP) digitos 1-5 | Terminal Transverso com amputacéo no nivel de articulag6es metatarsofalangica (MTP) digitos 1-5

Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de radio e digito 1
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de radio e digito 1-2
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1

Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-2

Auséncia Parcial

Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 4

Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2-3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 3-4
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2-4
Longitudinal pés-axial com auséncia ou hipoplasia de ulna e digito 5
Longitudinal pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 5
Longitudinal pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 4-5
Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de ulna, radio e digito 1

Longitudinal pré e p6s-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1 e 5

Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia e digito 1
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia e digito 1-2
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-2
Longitudinal pré-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 4
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2-3
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 3-4
Longitudinal central com auséncia ou hipoplasia de digito 2-4
Longitudinal pés-axial com auséncia ou hipoplasia de fibula e digito 5
Longitudinal pds-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 5
Longitudinal pos-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 4-5
Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia, fibula e digito 1

Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1 e 5
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Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 2 e 5 Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 2 e 5

Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1 e 3-5 Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1 e 3-5
Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-2 e 4-5 Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 1-2 e 4-5
Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 2-5 Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de digito 2-5
Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de radio e digito 5 Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia e digito 5
Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de radio, digito 1 e 5 Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia, digito 1 e 5
Longitudinal pré e pés-axial com auséncia ou hipoplasia de radio e digito 1-4 Longitudinal pré e pds-axial com auséncia ou hipoplasia de tibia e digito 1-4

C : ¥ &,
AUSENCIA COMPLETA TERMINAL LONGITUDINAL LONGITUDINAL LONGITUDINAL LONGITUDINAL

DO MEMBRO INTERCALAR TRANSVERSO PRE-AXIAL CENTRAL POS-AXIAL PRE E POS-
AXIAL

Figura adaptada de Gold et al. (2011)

122



APENDICE B - FORMULARIO DE TRIAGEM (FORMATO RASCUNHO)

Formulario para Triagem

Dados do Médico

1. Nome Completo/CRM
2. Telefone
3. E-mail

4. Enderego Completo

Dados de Triagem

5. O(a) paciente apresenta alguma(as) das seguintes anomalias?
Marque todas que se aplicam.

[""] Focomelia de membros superiores e/ou inferiores
[ ] Amelia de membros superiores e/ou inferiores
[ Defeito de redugéo pré-axial de membros superiores (radio/polegar)

Polegar/halux duplicado ou polegar trifalangico

6. Ele(a) esta recebendo beneficio do INSS por diagnéstico de embriopatia por talidomida?
Marcar apenas uma oval.

() Sim Ap6s a Ultima pergunta desta segao, interromper o preenchimento deste formulario.

Nao

7. Além das anomalias acima, o(a) paciente também apresenta alguma das anomalias a seguir?
Marcar apenas uma oval.

—

'j Defeito transverso terminal (amputagées/bridas) de membros superiores e/ou inferiores
Pare de preencher este formulario.

7 Defeitos pos-axiais de membros superiores e/ou inferiores sem presencga de defeitos pré-axiais
Pare de preencher este formulario.

) Sindactilias/polidactilias pés-axiais de membros superiores e/ou inferiores Pare de
preencher este formulario.

() Ectrodactilia (auséncia de raio central) de membros superiores e/ou inferiores Pare de
preencher este formulario.

) Mais de uma alternativa acima Pare de preencher este formulario.

Nenhuma das alternativas acima

https://docs.google.com/forms/d/120HGJsdrgsEdkODEbV8Jsn_dERestirdM_7mVYGug_8/edit 1/4
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07/08/2018 Formulario para Triagem

Dados do Paciente

8. Nome Completo

9. Sexo
Marcar apenas uma oval.

10. Data de Nascimento
Exemplo: 15 de dezembro de 2012

11. Local de Nascimento

12. Nome e idade dos pais

13. Escolaridade da Mae
Marcar apenas uma oval.

) Analfabeta

) Lé e escreve

() Ensino fundamental incompleto

") Ensino fundamental completo

Ensino médio incompleto
() Ensino médio completo
Ensino superior incompleto

") Ensino superior completo

) Pés-graduagéo

14. Escolaridade do pai
Marcar apenas uma oval.

() Analfabeto

() Léeescreve

() Ensino fundamental incompleto
() Ensino fundamental completo

() Ensino médio incompleto

) Ensino médio completo
( Ensino superior incompleto
) Ensino superior completo

) Pds-graduagédo

https://docs.google.com/forms/d/120HGJsdrgsEdkODEbV8Jsn_dERestirdM_7mVYGug_8/edit

2/4
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07/08/2018 Formulario para Triagem

Histérico Familiar

15. Marcar apenas uma oval por linha.

Consanguinidade (C (
Malformagdes Congénitas () (
Doengas Genéticas C
Abortos

Morte Precoce

16. Se sim, descreva aqui (grau de consanguinidade, doengas, etc.)

Historico Pré-natal e Perinatal

17. DUM

18. Dados pré-natais (n° de consultas, local, alteragées, exames, medicagdes ou suplementos
ingeridos)

19. Teratégenos
Marcar apenas uma oval por linha.

Sim Nao Na&o sabe
Alcool (
Drogas (incluindo medicagdes) f
Tabaco (
Agrotoxicos
Quimicos/Poluentes

Radiacéo

20. Se sim, especifique aqui (o qué, quanto e quando)

21. Diagnéstico Pré-natal

https://docs.google.com/forms/d/120HGJsdrgsEdkODEbV8Jsn_dERestirdM_7mVYGug_8/edit

3/4
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07/08/2018 Formulario para Triagem

22. Tipo do Parto
Marcar apenas uma oval.

() Vaginal

() Ceséria

23. Idade gestacional ao nascer (semanas/dias)

24. Outras informagdes relevantes da gestante/gestagao

Descrigao Clinica

Descreva aqui dados morfolégicos e resultados de exames.

25.

26. Anexe aqui fotos, videos, exames, heredograma, prontuario, DNV ou outro documento que

achar pertinente
Arquivos enviados:

Powered by

E Google Forms

https://docs.google.com/forms/d/120HGJsdrgsEdkODEbV8Jsn_dERestirdM_7mVYGug_8/edit

4/4

126



APENDICE C - TCLE PARA ADULTOS

N° do projeto GPPG ou CAAE: 95386618.1.0000.5327

Titulo do Projeto: Investigacéo de variantes nos genes ESCO2, TBX5 e SALL4
em casos de defeitos de redugédo de membros

Vocé esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é
avaliar a presenca de alteracdes genéticas em regides do DNA associadas a
sindromes genéticas de alteracdes de membros (bracos e pernas). Vocé esta
sendo convidado(a) a participar dessa pesquisa porque apresenta alteracfes nos
membros e ainda ndo tem um diagndstico definitivo. Esta pesquisa esta sendo
realizada pelo Servico de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA).

Se vocé aceitar participar da pesquisa, vocé devera coletar uma amostra de
saliva (em torno de 4mL, uma colher de chd) para que sejam avaliadas as regiées
do DNA associadas a Sindromes genéticas que frequentemente apresentam
alteracbes de membros. Além disso, nés necessitaremos coletar dados sobre sua
historia familiar e de saude, assim como ter acesso a exames que voceé ja fez que
possam ajudar no diagnostico.

A coleta de saliva podera causar desconfortos passageiros, pois algumas
pessoas podem ter dificuldades de produzir saliva. Nesses casos, sugere-se
adicionar meia colher de ch& de acucar na boca para auxiliar a producéo de saliva.
A coleta ndo deve durar mais de 5 minutos. Os participantes ndo podem comer,
beber ou fumar em um periodo de 30 minutos antes da coleta.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo a
identificacdo de uma variante causadora das alteracdes que o paciente apresenta,
auxiliando assim no diagnostico e aconselhamento genético. No entanto, as
variantes genéticas identificadas podem n&o ter qualquer relacdo com as
malformacgBes ou ainda ndo se ter exato conhecimento sobre seu significado em
relacdo as alteracdes que o paciente apresenta. Todos o0s participantes receberao
o resultado e aconselhamento genético individualizado, ou seja, serdo informados
sobre a repercusséo do resultado para o participante e seus familiares.

Sua participagcdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo €
obrigatéria. Caso vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar
seu consentimento, ndo haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe
Ou possa vir a receber.

N&o estad previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na
pesquisa e vocé ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos
envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacao
na pesquisa, vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo
pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo
dos resultados.
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Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel Lavinia Schuler-Faccini, pelo telefone (51) 3359-8011 ou (51) 3308-
9819, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227,
de segunda a sexta, das 8h as 17h.

O material biologico coletado sera armazenado de forma codificada. Apds a
realizacdo das analises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas.
Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera ser utilizado em outros
estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera
submetido para apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa e vocé sera chamado
para reconsentir com o uso do material.

Com relacdo ao armazenamento de amostras bioldgicas:

() Autorizo o armazenamento do material biolégico para pesquisas futuras.

() Nao autorizo o armazenamento do material bioldégico para pesquisas
futuras.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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APENDICE D - TCLE PARA RESPONSAVEIS

N° do projeto GPPG ou CAAE: 95386618.1.0000.5327

Titulo do Projeto: Investigacéo de variantes nos genes ESCO2, TBX5 e SALL4
em casos de defeitos de redugédo de membros

O(a) paciente pelo qual vocé é responsavel estd sendo convidado(a) a
participar de uma pesquisa cujo objetivo € avaliar a presenca de alteracfes
genéticas em regides do DNA associadas a sindromes genéticas de alteracfes de
membros (bracos e pernas). Ele(a) estd sendo convidado(a) a participar dessa
pesquisa porque apresenta alteracbes nos membros e ainda ndo tem um
diagnéstico definitivo. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se aceitar participar da pesquisa, o(a) paciente devera coletar uma amostra
de saliva (em torno de 4mL, uma colher de cha) para que sejam avaliadas as
regibes do DNA associadas a Sindromes genéticas que frequentemente
apresentam alteracbes de membros. Para pessoas com dificuldades em realizar a
coleta de saliva, em especial criancas pequenas, a coleta podera ser realizada por
meio de um cotonete que sera deslizado na parte interna da bochecha. Além disso,
nos necessitaremos coletar dados sobre sua historia familiar e de saude, assim
como ter acesso a exames que ele(a) ja fez que possam ajudar no diagndéstico.

A coleta de saliva podera causar desconfortos passageiros, pois algumas
pessoas podem ter dificuldades de produzir saliva. Nesses casos, sugere-se
adicionar meia colher de ch& de acucar na boca para auxiliar a producao de saliva.
A coleta ndo deve durar mais de 5 minutos. Os participantes ndo podem comer,
beber ou fumar em um periodo de 30 minutos antes da coleta.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo a
identificacdo de uma variante causadora das alteragcbes que o paciente apresenta,
auxiliando assim no diagnostico e aconselhamento genético. No entanto, as
variantes genéticas identificadas podem ndo ter qualquer relacdo com as
malformacgBes ou ainda ndo se ter exato conhecimento sobre seu significado em
relacdo as alteracdes que o paciente apresenta. Todos o0s participantes receberao
o resultado e aconselhamento genético individualizado, ou seja, serdo informados
sobre a repercusséo do resultado para o participante e seus familiares.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é
obrigatoria. Caso ndo autorize a participacdo, ou ainda, desistir de participar e
retirar 0 consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que ele(a)
recebe ou possa vir a receber.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participacdo na pesquisa
e ele(a) ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacao
na pesquisa, ele(a) recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo
pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome nao aparecera na publicacao
dos resultados.
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Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a pesquisadora
responsavel Lavinia Schuler-Faccini, pelo telefone (51) 3359-8011 ou (51) 3308-
9819, ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227,
de segunda a sexta, das 8h as 17h.

O material biologico coletado seré armazenado de forma codificada. Apds a
realizacdo das analises previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas.
Este material, além de ser utilizado neste estudo, podera ser utilizado em outros
estudos futuros do nosso grupo. Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera
submetido para apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa e ele(a) sera chamado
para reconsentir com o uso do material.

Com relacdo ao armazenamento de amostras bioldgicas:

() Autorizo o armazenamento do material bioldgico para pesquisas futuras.

() Nao autorizo o armazenamento do material bioldégico para pesquisas
futuras.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e
outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa:

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responséavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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