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RESUMO

A talidomida é um medicamento que foi desenvolvido e comercializado no final da
década de 1950, prescrito principalmente para enjéos em mulheres gravidas. Alguns
anos depois de estar no mercado, descobriu-se que a droga tinha agao
teratogénica. Mais de 10 mil criangas foram afetadas pelos efeitos teratogénicos do
medicamento. Atualmente a talidomida é utilizada no tratamento de reacdes
dermatolégicas inflamatérias, como o Eritema Nodoso Hansénico (ENH), devido a
suas importantes atividades anti-inflamatéria e imunomoduladora. O conjunto de
anomalias congénitas causado pela talidomida é conhecido como embriopatia por
talidomida (TE) e inclui malformagdes de membros, principalmente a focomelia. Este
fendtipo € comum a outras sindromes genéticas o que faz com que sejam
frequentemente confundidas. Essa similaridade dificulta o diagndstico diferencial e o
aconselhamento genético entre essas sindromes, especialmente no Brasil, onde
essa medicagdo ainda é causa de anomalias congénitas em recém-nascidos. O
presente trabalho traz uma revisdo da literatura sobre as sindromes mais
semelhantes a TE e a identificacdo dos genes associados as mesmas, no intuito de
elaborar um painel de genes para diagnostico diferencial molecular na sindrome da
talidomida fetal. Identificamos nove sindromes, as quais ocorrem sobreposicao
fenotipica da TE com defeitos de membros. A partir dessas sindromes,
selecionamos 12 genes candidatos, verificando sua posicdo cromossémica € o
numero de éxons presentes na sequéncia. O conjunto de informagdes apresentadas
neste trabalho pode auxiliar na melhor compreensao dos mecanismos moleculares
envolvidos na agao desses genes, sendo também observado que diferentes
sindromes podem compartilhar dos mesmos mecanismos moleculares. Futuramente
uma abordagem in silico, a fim de tragar uma relagdo entre os genes estudados,
pode nos trazer uma melhor compreensao sobre a atuacdo desses mecanismos.
Dada a complexidade do diagnéstico de TE, esse painel de genes deve contribuir
para o aconselhamento genético de pessoas acometidas por defeitos de redugao de
membros (DRM) e fundamentar o programa de indenizagdo dos danos causados

pelo medicamento.

Palavras-chave: Embriopatia, Talidomida, Focomelia, Teratogénese.
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ABSTRACT

Thalidomide is a medication that was developed and marketed in the late 1950's,
primarily prescribed for nausea in pregnant women. A few years after being on the
market it was discovered that the drug had teratogenic action. Over 10,000 children
have been affected by the teratogenic effects of the medication. Nowadays,
Thalidomide is used in the treatment of inflammatory dermatological reactions, such
as Erythema Nodosum Leprosum (ENL), due to its important anti-inflammatory and
immunomodulatory activities. The set of congenital anomalies caused by its
ingestion is known as Thalidomide embryopathy (TE) and includes Ilimb
malformations, mainly phocomelia. This phenotype is common in other genetic
syndromes leading to the frequent misdiagnosis of such syndromes. This similarity
complicates the differential diagnosis and genetic counseling between these
syndromes, especially in Brazil, where this medication is still the cause of congenital
anomalies in newborns. This work presents a literature review of the most similar
syndromes compared to TE and the identification of their associated genes in order
to develop a gene panel for molecular differential diagnosis in fetal Thalidomide
syndrome. We identified nine syndromes with overlapping TE phenotype with limb
defects. Based on these syndromes, we selected 12 candidate genes, verified their
chromosomal position and the number of exons present in their sequence. The set of
information presented in this work can help in a better understanding of the
molecular mechanisms involved in the activity of some of these genes and also
observed that different syndromes share common molecular mechanisms. In future
research, an in silico approach in order to trace a relationship between the genes
studied may provide us with a better understanding of these mechanisms. Given the
complexity of the TE diagnosis, this gene panel should contribute to the genetic
counseling of people affected with limb reduction defects (LRD), and support the

compensation program for the damage caused by the drug.

Keywords: Embryopathy, Thalidomide, Phocomelia, Teratogenesis
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1. INTRODUGAO

1.1.  ATalidomida

A talidomida (a-ftalimida-glutarimida) foi sintetizada pela primeira vez em 1953
no laboratério da farmacéutica suica Ciba. Trés anos depois, em 1956, foi lancado
ao mercado como sedativo “inteiramente atoxico” pela empresa alemd Chemie
Grunenthal (Rajkumar, 2004). Com grande disseminagdo no mercado mundial da
época, foi indicado para tratar uma variedade de doencas, como irritabilidade,
dificuldade de concentracéo, ansiedade, insOnia, nausea, hipertireoidismo, doencas
infecciosas, dentre outras (Lenz, 1988; Saldanha, 1994). Devido a sua indicagéo
como terapia a diversas enfermidades, a talidomida tornou-se muito atrativa,
inclusive podendo ser adquirida sem a necessidade de prescricdo médica (Lenz,
1988; Saldanha, 1994). O medicamento passou a ser fabricado e vendido em todo o
mundo (Rajkumar, 2004) tendo ampla comercializagéo na Europa, Asia e Américas,
e com excegao aos Estados Unidos da América (EUA), pais no qual n&o conseguiu
sua aprovagao pela agéncia reguladora do uso de farmacos e alimentos, a Food and
Drug Administration (FDA). A aprovacao nao foi concedida em fungao dos potenciais
indicios de indugdo de neurite irreversivel pela droga, além dos poucos estudos
quanto a seguranga do seu uso (Matthews e McCoy, 2003). Estudo de toxicidade em
roedores realizado na época, demonstrou que a talidomida era um medicamento
com baixo risco de intoxicagdo e poucos efeitos colaterais. A dose letal (LD50) em
animais nao foi determinada, ja que os niveis observados foram muito baixos
(Shardein, 1993). Testes de teratogenicidade, todavia, ndo eram realizados, muito
embora ja fosse conhecido que varias substancias quimicas, inclusive aquelas com
baixa toxicidade aguda em adultos, podiam causar danos ao feto (Lenz, 1988).

A partir de 1959, comegaram os relatos meédicos sobre o aumento da
incidéncia de nascimentos, manifestando um tipo especifico de malformacao
congénita, caracterizada por defeitos no desenvolvimento dos ossos longos dos
membros, principalmente os superiores. Outras malformagdes observadas incluiam
auséncia de orelhas, surdez, defeitos na face e palato, e malformagdes do trato

gastrointestinal (Oliveira et al., 1999). Em 1961 a talidomida foi retirada do mercado,
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entretanto milhares de criangas ja haviam sido afetadas, tendo adquirido tais
dismorfismos. Cerca de 12.000 recém-nascidos com malformagdes congénitas
foram relacionados ao uso da talidomida (Fernandez-Camacho e Leon-Dorantes,
2000; Moos et al., 2003) em 46 paises, incluindo o Brasil (Borges e Froelich, 2003).

O numero de abortos em consequéncia ao uso da talidomida nao foi relatado
(Matthews e McCoy, 2003). Em alguns casos, a focomelia pode ser resultado da
administracdao de uma unica dose da droga no periodo critico do desenvolvimento
embrionario (Politi, 2000). Além disso, cerca de 40% dos individuos afetados
morreram em seu primeiro ano de vida (Rajkumar, 2004). As malformacgdes fetais
devido ao uso de talidomida ocorrem quando a droga é administrada por gestantes
entre os dias 35 a 49 apos o ultimo periodo menstrual.

Em 1964 um estudo demonstrou bons resultados da utilizagdo da talidomida
no tratamento de pacientes portadores de eritema nodoso hansénico em estagio
avancado, passando a ser recomendada no tratamento da hanseniase pela
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (Teo et al.,, 2005). A talidomida vem se
mostrando eficaz no tratamento de diferentes doengas, com estudos apresentando
seu potencial terapéutico anti-inflamatério, imunomodulador e antiangiogénico
(Marriot et al., 1999; Calabrese e Fleischer, 2000; Borges e Froelich, 2003; Moos et
al., 2003; Kumar et al., 2004).

1.2. Teratogénese e embriopatia por Talidomida

A embriopatia por talidomida (TE, sigla do inglés Thalidomide Embryopathy)
consiste em uma série de anomalias congénitas causadas pelo uso de talidomida
durante a gravidez (Newman, 1986).

Alguns estudos com animais demonstraram diferentes respostas ao uso da
talidomida. Embrides de camundongos e ratos se mostraram relativamente
insensiveis a este agente, ao passo que, sua administragcdo em embrides de coelhos
e primatas ndo-humanos apresentou potencial teratogénico (Neubert et al., 1999;
Berwanger et al., 2001). Em roedores, o farmaco apresenta baixa solubilidade no
plasma, levando a uma deficiéncia no transporte do mesmo para os tecidos fetais e

inibindo a teratogenicidade (Scialli, 1992).
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A talidomida também possui especificidade tecidual, induzindo malformacdes
apenas em alguns 6rgaos, por exemplo, o desenvolvimento do cérebro nao
apresenta alteragdes, ja o coracdo € um alvo consideravel e muitas das mortes
observadas em criangas foram, provavelmente, devidas as malformacdes cardiacas
(Neubert et al., 1999).

As malformacbdes da TE sao variaveis, podendo ser unicas ou multiplas e
envolvendo basicamente qualquer sistema do corpo. Geralmente os defeitos sao
bilaterais, ndo necessariamente simétricos e afetando membros opostos de forma
desigual. Além disso, os membros superiores sdo predominantemente afetados
(Vargesson, 2015).

Os membros inferiores e superiores tém deformagdes pré-axiais e
intercalares, sendo as extremidades superiores geralmente acometidas por perda de
digitos e as inferiores por polidactilia (aumento no numero de dedos) e sindactilia
(dedos fusionados ou “colados”) (Newman, 1986; Berwanger et al., 2001).

A focomelia (membros curtos ou rudimentares) e a amelia (auséncia total de
membros) sdo as principais e mais comuns malformacgdes relacionadas aos danos
causados nas vitimas do uso da talidomida. Os defeitos de membros podem estar
associados a anomalias em outros érgaos, e praticamente todos os érgaos do corpo
podem ser afetados (Smithells e Newman, 1992). Malformagdes e/ou perda auditiva
sdo muito comuns (Newman, 1986), assim como anormalidades oculares e
neurolégicas (Smithells, 1973). As anormalidades neurolégicas mais comuns sao
surdez e paralisia de nervos faciais, tendo estudos demonstrado a presencga de
retardo mental em 6,7% dos individuos afetados (Miller e Strdmland, 1999). Dentre
as anormalidades de érgaos internos, sdo frequentes as deformidades de laringe,
traquéia e lobulagdo dos pulmdes (Newman, 1986). Anomalias cardiacas incluem
defeitos no septo ventricular, coartacdo da aorta e Tetralogia de Fallot (Smithells e
Newman, 1992), sendo a cardiopatia congénita muito frequente e principal causa de
Obito destes individuos (Smithells, 1973).

As estimativas de taxa de mortalidade relacionadas a bebés com
malformagdes decorrentes do uso de talidomida, estdo entre 40 e 45% (Shardein,
1993). Anomalias renais, cardiacas, e do trato intestinal sdo as principais causas de
morte, sendo menos comuns entre 0s sobreviventes devido a severidade (Smithells

e Newman, 1992). Devido a maioria dos recém-nascidos vivos afetados pelo uso do
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medicamento desenvolverem principalmente malformacdes dos membros, estas

deformidades apresentam-se melhor documentadas.

1.3. Mecanismos Moleculares da Embriopatia por Talidomida

Os mecanismos responsaveis pela acdo teratogénica da talidomida sao
complexos e ainda nao estdo completamente descritos. Estudos demonstram que o
farmaco tem a capacidade de se ligar a proteina cereblon (CRBN) formando assim
um complexo de E3 ubiquitina ligase com a proteina 1 de ligacdo a danos no DNA 1
(DDB1) e com a CUL4A (Cullin 4A), ambas importantes para o crescimento de
membros e expressao do fator de crescimento de fibroblasto Fgf8 em zebrafish e
galinha (Ito et al.,, 2010). Esta ligacdo prejudica o papel da ubiquitina ligase de
marcar proteinas indesejadas para degradacido pelo proteossomo, resultando em
marcacoes indevidas. Além disso, o complexo formado também afeta a SALL4,
outra importante proteina na via de desenvolvimento dos membros (Donovan et al.
2018; Matyskiela et al. 2018). Estudos in silico apontaram uma interagao direta da
talidomida com 33 proteinas, sendo a Catenin Beta 1 (CTNNB1) e Nitric Oxide
Synthase 3 (NOS3) alguns dos componentes principais desta rede de interagao
(Kowalski et al., 2019). Segundo estudos, o farmaco também possui a capacidade
de interagir com alvos ja definidos, tais como, impedir em até 40% a ligacado do
TBX5 (um fator de transcricdo com agao importante no desenvolvimento de
membros e coragdo) ao DNA, quando presente (Khalil et al., 2017), e a receptores
dos fatores de crescimento de fibroblasto (FGFRs), prejudicando sua expressao e
funcdo (Sundaresan et al., 2019). Sabe-se também que alguns individuos sdo mais
suscetiveis aos efeitos teratogénicos da talidomida (Newman, 1986). Variantes em
genes candidatos tém sido investigadas, apontando haplétipos no gene NOS3 e
uma variante em CUL4A como possiveis fatores de suscetibilidade (Vianna et al.,
2013a; Kowalski et al., 2016), além disso, um efeito de soma de variantes no CRBN
foi sugerido em pacientes com TE que apresentavam anomalias longitudinais

pré-axiais nos membros (Kowalski et al., 2020).
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14. Usos Atuais da Talidomida

As observagdes acima relacionadas indicam que a talidomida é um potencial
alvo no tratamento de diversas doencas, principalmente, devido ao seu efeito
imunomodulador e antiangiogénico. Diversos ensaios clinicos ja foram realizados
com o uso terapéutico da talidomida, e os resultados mais promissores sao em
condi¢cbes que apresentam altos niveis de TNF-a, condicdes em que TNF-a exerga
importante papel fisiopatolégico e em doengas dependentes de angiogénese. As
principais indicagdes sdo em doengas dermatologicas, crbénico-degenerativas,
relacionadas a AIDS e diversos tipos de cancer (Miller e Stromland, 1999; Oliveira et
al., 1999; Borges e Froehlich, 2003; Azulay, 2004; Penna et al., 2005). No Brasil,
entretanto, a principal indicagdo de uso terapéutico da talidomida atualmente é o
Eritema Nodoso da Hansénico (ENH).

A hanseniase é uma infeccdo causada pela bactéria Mycobacterium leprae
que acomete principalmente a pele e os nervos periféricos. Clinicamente, o ENH é
caracterizado por nodulos dérmicos ou subcuténeos eritematosos, quentes, méveis
e as vezes dolorosos, febre, adenomialgia, perda de peso, artralgia, mialgia,
diminuicdo da funcdo dos nervos periféricos por perda motora e sensorial, entre
outras caracteristicas que podem ser observadas antes, durante ou apds o
tratamento quimioterapico (Borges e Fréehlich, 2003; Penna et al., 2005).

O inicio da utilizagdo da talidomida no tratamento do ENH foi em 1963,
quando o dermatologista israelense Jacob Sheskin a receitou como sedativo para
seis pacientes (Borges e Froelich, 2003; Klausner et al., 1996). Além de se mostrar
um otimo sedativo, os sinais e sintomas clinicos foram atenuados dramaticamente
em 48 horas. A partir dai, Sheskin realizou de diversos estudos placebo-controlados
e concluiu que a talidomida era responsavel pela melhora clinica dos pacientes,
entretanto sem acao bactericida nem cura da hanseniase. Mas foi somente na
década de 1990 que o mecanismo de acao envolvido na melhora dos sintomas do
ENH foram atribuidos, principalmente, a degradagdo dos altos niveis de TNF-a
(Klausner et al., 1996; Sampaio et al., 1991). Em consequéncia desses estudos, hoje
a talidomida é o farmaco de escolha para o tratamento do ENH, em diversos paises,
inclusive esta aprovada pela FDA nos EUA desde 1998, onde ela nunca havia sido

comercializada (Kathleen et al., 2006).
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1.5. Diagnéstico Diferencial

O diagnéstico da TE é clinico, pois a talidomida n&do é um agente mutagénico
e também ndo existe um biomarcador que evidencie sua presenca ou acido na vida
embrionaria (Vianna et al., 2013b). Por outro lado, ha uma série de condicbes
genéticas cujo fendtipo morfolégico se sobrepde, ao menos parcialmente, a TE.
Sendo assim, testes genéticos sdo indicados para o diagnéstico diferencial frente a
um quadro clinico sugestivo de TE, especialmente nos casos onde nao ha

comprovagao de seu uso pela gestante no inicio da gravidez (Vianna et al., 2013b).
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2. JUSTIFICATIVA

A embriopatia por talidomida (TE) € uma sindrome de origem teratogénica e
suas principais caracteristicas sdo os defeitos de redugdo de membros (DRM).
Entretanto, DRM s&o anomalias relativamente frequentes na espécie humana, o que
dificulta o diagnéstico diferencial e o aconselhamento genético de portadores de
sindromes com essas caracteristicas, principalmente no Brasil onde casos de TE
sdo ainda registrados nos dias atuais. Portanto, o diagndstico molecular e a
identificacdo da variante causadora de sindromes com fenétipos semelhantes a TE &
fundamental para o aconselhamento genético correto e o diagndstico diferencial,

visto que a ingestao de talidomida nem sempre pode ser confirmada.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Identificar as sindromes mais semelhantes com a embriopatia por talidomida e
0s genes associados a esses fendtipos, no intuito de elaborar um painel de genes

para diagnostico diferencial.

3.2. Objetivos Especificos

e Revisar a literatura a procura de sindromes fenocépias da embriopatia por

talidomida.

e Identificar os genes associados a estas sindromes para futura elaboragéo de

um painel de sequenciamento de genes candidatos.
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4, METODOLOGIA

A revisdao da literatura cientifica procurando por sindromes que tenham
defeitos de reducdo de membros pré-axiais, amelia ou focomelia como anomalia
presente foi realizada através do banco de dados do site PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/). PubMed é uma plataforma de busca da National

Library of Medicine (NLM), que reune registros da base de dados MEDLINE, com
énfase em artigos da area de biomedicina.

Os termos de busca foram “phocomelia syndrome” OR “amelia syndrome” OR
“limb reduction defect” OR ‘"radial defect”. Todos os artigos cientificos que
retornaram a partir desses termos de busca foram analisados. As buscas foram
realizadas em margo de 2022. Os dados moleculares das sindromes foram extraidos
da Dbiblioteca virtual OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man®
(https://www.omim.org/).

Em sequéncia foi feita a curadoria manual para avaliagdo das sindromes e
genes candidatos ao painel. A curadoria manual foi feita pela Prof?. Dr?. Lavinia
Schuler-Faccini que é médica geneticista com pratica em dismorfologia clinica. As
sindromes foram selecionadas a partir de sua prevaléncia na populacdo e pela
similaridade com a TE. Foram excluidas as sindromes que nao preenchiam critérios
para diagnostico clinico de TE, como segue: unilateralidade (TE é bilateral),
auséncia de defeitos radiais ou pré-axiais, defeitos de redugao transversos terminais
(amputagdes). Finalmente foram excluidas sindromes que aparecem apenas uma
vez na literatura e que sao conhecidas como "sindromes privadas", aquelas
limitadas a uma familia ou a um paciente isolado e sem variantes patogénicas

associadas a um gene candidato.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.omim.org/

19

5. RESULTADOS

A partir dos termos de busca, foram encontrados 665 artigos e dentre esses,
inicialmente, 20 sindromes malformativas foram selecionadas (Tabela 1). Apds
curadoria, nove sindromes e seus respectivos genes associados foram escolhidos

como possiveis candidatos para o painel (Tabela 2).

5.1. Sindromes com fenétipo semelhante a embriopatia por talidomida

5.1.1. Sindrome de Roberts

A sindrome de Roberts-SC (RBS) € uma doenga autossémica recessiva rara
causada por mutagao homozigética no gene Establishment of sister chromatid
cohesion 2 (ESCO2) localizado no cromossomo 8p21.1. Se caracteriza clinicamente
por retardo de crescimento de inicio pré-natal que continua no periodo pds-natal,
malformagdes de extremidades, anomalias craniofaciais, desenvolvimento intelectual
prejudicado e anomalias cardiacas e renais. 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, protrusdo da porcao intermaxilar da mandibula
superior e desenvolvimento imperfeito dos quatro membros, com consanguinidade
parental (Freeman et al., 1974). O retardo de crescimento de inicio pré-natal pode
ser leve a grave. Os membros superiores sdo mais acometidos do que os inferiores,
onde se observam variagbes desde tetrafocomelia (redugéo simétrica do membro)
até hipomelia decorrentes do encurtamento mesomélico. Contraturas de cotovelo e
joelho, redugcdo do numero e comprimento dos dedos, aplasia e hipoplasia do
polegar e clinodactilia também podem ser observadas. Pacientes gravemente
afetados podem morrer durante a gravidez ou no periodo neonatal, enquanto
pacientes levemente afetados atingirdo a idade adulta (Goh et al., 2010; Sezer et al.,
2019).

A doenca é causada por mutagdes no gene ESCO2 (8p21.1), que codifica
uma proteina pertencente a familia Eco1/Ctf7 das acetiltransferases, envolvida no
estabelecimento da coesdo das cromatides irmas durante a fase S. As mutagdes no

gene ESCOZ2 levam a atraso na divisdo celular, aumento da morte celular e
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compromisso da proliferacdo celular. A perda de células progenitoras durante a
embriogénese € provavelmente responsavel pelas anomalias do desenvolvimento
observadas na RBS (Gordillo et al., 2008).

5.1.2. Sindrome de Juberg-Hayward

A sindrome de Juberg-Hayward € uma sindrome genética rara caracterizada
por fenda labial e fenda palatina, microcefalia, ptose, baixa estatura, hipoplasia ou
aplasia dos polegares, luxagdo da cabeca do radio e fusdo do umero e radio,
causada por mutagdo homozigética no gene ESCO2 no cromossomo 8p21.1. As
anormalidades no brago levam a restricdo de movimento no cotovelo (Juberg e
Hayward, 1969).

O padrao de transmissédo da sindrome de Juberg-Hayward indica fortemente
heranga autoss6mica recessiva. Os estudos mais recentes identificaram homozigose
para mutacdo nonsense no gene ESCOZ2 e os testes citogenéticos mostraram
separagcdo prematura do centrdbmero ou falta de coesdo nas regides
heterocromaticas centroméricas, o que significa que provavelmente esta sindrome
possa representar uma forma fenotipica da sindrome de Roberts (Kantaputra et al.,
2020).

5.1.3. Sindrome de Holt-Oram (HOS)

A sindrome de Holt-Oram (HOS) foi descrita por Holt e Oram (Londres, 1960)
(Hurst et al.,, 1991). Causada por mutacdo heterozigética no gene TBX5 no
cromossomo 12924, é uma doenga autossdmica dominante caracterizada por
anormalidades dos membros superiores e cintura escapular, associada a uma lesao
cardiaca congénita. A combinagéo tipica é considerada um polegar trifaldngico com
um defeito do septo atrial (DSA) secundum, mas ha uma grande variacdo na
gravidade das lesbes cardiacas e esqueléticas (McDermott, 1993).

HOS é causada por mutagdes no gene TBXS5 e é expresso principalmente no
tecido embrionario superior do coragdo. Embora o gene TBX5 seja responsavel pela

maioria dos casos de HOS, a taxa de mutagdao em casos esporadicos e atipicos
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pode ser subestimada devido a heterogeneidade genética da sindrome, a qual pode

levar a um falso diagnéstico (Porto et al., 2010).

5.1.4. Tetra-amelia

A sindrome de tetraamélia-1 (TETAMS1) é causada por mutagdo no gene
Wnt Family Member 3 (WNT3) no cromossomo 17921 e de heranga autossdmica
recessiva. A sindrome de tetra-amelia-1 é caracterizada por agenesia completa dos
quatro membros, mas geralmente sem defeitos de escapulas ou claviculas. Outras
caracteristicas incluem fissura labiopalatina bilateral, defeito diafragmatico com
pulm&o direito bilobar, agenesia renal e adrenal, hipoplasia pélvica e defeitos

urogenitais (Niemann et al., 2004).

5.1.5. Cornelia de Lange (CdLS)

A sindrome de Cornelia de Lange (CdLS) foi descrita em 1933 por uma
pediatra francesa de mesmo nome e apresenta malformagdo multissistémica
reconhecida principalmente com base no dismorfismo facial caracteristico, incluindo
linha de cabelo anterior baixa, sobrancelhas arqueadas, sinofris, narinas
antevertidas, prognatismo maxilar, filtro longo, labios finos e boca 'carpa’, em
associagdo com restricdo de crescimento pré-natal e pds-natal, deficiéncia
intelectual e, em muitos casos, anomalias de membros superiores (Kline et al.,
2018). No entanto, existe uma ampla variabilidade clinica neste disturbio, com
fendtipos mais leves que podem ser dificeis de determinar com base nas
caracteristicas fisicas.

A forma classica da sindrome de Cornelia de Lange-1 (CDLS1) é causada por
mutacéo heterozigotica no gene NIPBL, que codifica um componente do complexo
coesina, e esta mapeado no cromossomo 5p13. Outros genes como Structural
Maintenance Of Chromosomes 1A (SMC1A) e Structural Maintenance Of
Chromosomes (SMC3) estdo envolvidos em outras formas da CdLS e atualmente
estdo agrupadas com o termo genérico mais amplo chamado "coesinopatias" (Kline
et al., 2018).
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5.1.6. Trombocitopenia e Auséncia do Radio (TAR)

A sindrome Trombocitopenia e Auséncia do Radio (TAR) é caracterizada pela
reducdo do numero de plaquetas e auséncia do radio. A preservacao do polegar
distingue a TAR de outras sindromes que combinam anormalidades sanguineas com
auséncia do radio, como a anemia de Fanconi (Shaw & Oliver, 1959). Individuos
com TAR tém baixo numero de megacariécitos, células precursoras de plaquetas
que residem na medula Ossea, e frequentemente apresentam episédios
hemorragicos no primeiro ano de vida que diminuem em frequéncia e gravidade com
a idade (Homans et al., 1988). A gravidade das anomalias esqueléticas varia desde
a auséncia de raios até a auséncia virtual dos membros superiores, com ou sem
defeitos nos membros inferiores, como malformagdes do quadril e joelho (Albers et
al., 2012).

A sindrome TAR é causada por heterozigosidade composta para uma
mutacdo nula rara envolvendo o gene RNA Binding Motif Protein 8A (RBM8A) no
cromossomo 1921 em 1 alelo (delegcdo de 200 kb envolvendo pelo menos 10 genes,
frameshift ou terminacdo prematura) e 1 de 2 polimorfismos de nucleotideo unico
(SNPs) em RBMB8A, no outro alelo (Albers et al., 2012).

5.1.7. Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel (AARRS)

Descrita inicialmente em 1985 em um estudo de caso de irm&os nascidos de
casamento consanguineo (Al-Awadi, 1985), a sindrome de focomelia
Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel é causada por mutacdo homozigotica no gene
WNT7A no cromossomo 3p25 (Kantaputra et al., 2010).

A sindrome de focomelia de Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel (AARRS) é
uma doenca autossdmica recessiva rara caracterizada por malformagdes graves dos
membros superiores e inferiores com pelve gravemente hipoplasica e genitalia
anormal. Acredita-se que o disturbio represente um defeito de padronizacao

dorsoventral e crescimento dos membros (Kantaputra et al., 2010).
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5.1.8. Baller-Gerold

As caracteristicas da sindrome de Baller-Gerold s&o craniossinostose e
aplasia radial (Galea e Tolmie, 1990). Os casos relatados como sindrome de
Baller-Gerold tém sobreposicdo fenotipica com varios outros disturbios, incluindo a
sindrome de Saethre-Chotzen (Gripp et al., 1999).

Descrita por F. Baller, no ano de 1950 e, posteriormente, por M. Gerold, no
ano de 1959 (Baller, 1950; Gerold, 1959), a sindrome de Baller-Gerold é causada
por mutagdo homozigotica ou heterozigética composta no gene RecQ like helicase 4
(RECQL4) no cromossomo 8qg24.3 (Dietschy et al., 2007).

5.1.9. Okihiro / Ocular-Radial Ray Hypoplasia / Duane-Radial Ray Hypoplasia

Os primeiros relatos das associagdes 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) (Krieck, 2020). A sindrome de Okihiro se
caracteriza por defeitos radiais unilaterais ou bilaterais associados a anomalia de
Duane (disturbio congénito da motilidade ocular, causando estrabismo). Outras
anormalidades comuns sdo anomalias cardiacas, renais, vertebrais, de membros
inferiores, anomalias faciais, perda auditiva neurossensorial, atresia anal e disturbios
pigmentares. Tem heranga autossémica dominante, com expressividade variavel
inter e intra-familiar e penetréncia reduzida (Hayes et al., 1985; Al-Baradie et al.,
2002; Alves et al., 2016), sendo em alguns casos tao leves que ndo chegam a ser
diagnosticados (Hayes et al., 1985). Sua prevaléncia € desconhecida. Os diferentes
nomes (Hipoplasia Ocular-Radial e Hipoplasia-Radial com Anomalia de Duane) séo
anteriores a identificacdo do gene responsavel, o Spalt Like Transcription Factor 4
(SALL4), que reuniu todas em uma unica condigao clinica (Kohlhase 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,
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interagindo com diferentes proteinas, tais como SALL1, TBX4 e TBX5 (Alves et al.,

2016). Acredita-se que a Sindrome de Okihiro acontece por haploinsuficiéncia de

SALL4 (Alves et al., 2016).

Tabela 1. Sindromes com redugcdo de membros pré-axiais, amelia ou focomelia

como anomalia presente.

SINDROME GENE
Roberts syndrome ESCO2
Holt-Oram TBX5
Tetra-amelia WNT3, HS6ST1 e HS6ST3
Sirenomelia NKD1
Cornelia de Lange (CdLS) NIPBL, SMC1A, SMC3
Thrombocytopenia-absent radius (TAR) RBMS8A
Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel (AARRS) WNT7, WNT7A
Nager e Rodriguez SF3B4
Baller-Gerold RECQL4
Langer-Giedion TRPS1, EXT1
Laurin-Sandrow SHH
Tibial hemimelia-polydactyly-five-fingered hand SHH
Juberg-Hayward ESCO2
Schinzel SETBP1
Voss-Cherstvoy *
Lethal Cenani Lenz LRP4
Jancar syndrome *
Diastrophic dysplasia SLC26A2
Robinow syndrome ROR2
Okihiro / Ocular-Radial Ray Hypoplasia / Duane-Radial
Ray Hypoplasia SALL4

Fonte: Dados coletados do banco de dados do PUBMED, 2022.

relacionado a sindrome ainda nao descrito na literatura.

*gene(s)
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Tabela 2. Genes candidatos para ao painel apds curadoria.

. N° DE POSICAO
SINDROME GENE  Exons CROMOS%()MICA
Roberts syndrome ESCO2 14 8p21.1
Juberg-Hayward ESCO2 14 8p21.1
Holt-Oram TBX5 10 12q24.21
Tetra-amelia WNT3 5 17921.31-q21.32
SMC1A 26 Xp11.22
Cornelia de Lange (CdLS) SMC3 29 10g25.2
NIPBL 49 5p13.2
Thrombocytopenia-absent radius (TAR) RBMS8A 6 1921.1
Al-Awadi/Raas-Rothschild/Schinzel (AARRS) WNT7A 6 3p25.1
Baller-Gerold RECQL4 21 8g24.3
Okihiro / Ocular-Radial Ray Hypoplasia /
Duane-Radial Ray Hypoplasia SALL4 8 20g13.2

Fonte: Dados extraidos da biblioteca virtual OMIM, 2022
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6. DISCUSSAO

Mais de 60 anos apds a tragédia da talidomida novos casos ainda sao
descritos, visto que 0 medicamento continua no mercado utilizado no tratamento da
hanseniase. Apesar da regulamentagcdo para o seu uso ser bastante restrita, sdo
milhdes de pilulas de talidomida distribuidas todos os anos, pois a hanseniase é
uma doenga que acomete populagdes mais pobres, em areas onde o cuidado com a
saude é inadequado. O Brasil € um dos paises com maior nimero de casos de
hanseniase no mundo (Moro, 2017). Reconhecer a ligagao entre defeitos congénitos
e uso de medicamentos propicia uma melhor abordagem clinica, terapéutica e,
consequentemente, auxilia no estabelecimento de um melhor progndstico e medidas
de prevencgao.

Novas tecnologias e bancos de dados mais completos surgem a cada dia, nos
auxiliando a entender mais detalhadamente a TE e distingui-la de outras sindromes
fenotipicamente semelhantes. O conhecimento das rotas metabdlicas e acdo dos
genes envolvidos nestas sindromes pode também auxiliar na compreensao dos
processos moleculares de teratogénese da talidomida.

A identificacdo dos "alvos moleculares" ou vias alteradas pela talidomida pode
ser um caminho para o desenho de uma molécula efetiva terapeuticamente e segura
para o embrido. Até o momento tais alvos ndo foram identificados completamente,
mas muitos avangos tém sido realizados nesta area nas ultimas décadas.

As hipoteses postuladas que possuem maior confiabilidade cientifica sdo as
testadas em modelos animais bem estabelecidos (coelhos, galinhas e zebrafish) e
baseadas em trés fendmenos principais: formagao de espécies de oxigénio reativo
(ROS), mecanismo anti-angiogénico e ligacdo a proteina Cereblon (Crbn)
(Vargesson, 2009; Therapontos et al., 2009; Ito et al., 2010, 2011, 2012).

A talidomida induz oxidagdo no DNA de embrides de coelhos expostos
intra-utero a molécula, sendo um dos indicativos a formacao de 8-OH-dG, produto
da oxidacdo do DNA levando a formagdo de ROS. (Parman et al., 1999). Aliado a
isso, existe a hipdtese de que a formacdo de ROS diminuiria a capacidade do fator
nuclear kappa-beta (NF-KB), um fator de transcrigdo sensivel a redox e regulador do
crescimento dos membros, de se ligar ao promotor dos seus genes alvos,

diminuindo assim sua expressao. Exemplos de genes regulados por NF-KB sdo o
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fator de crescimento do fibroblasto 10 (FGF10), msh homeobox 1 (MSX1), twist
(TWIST), sonic hedgehog (SHH) entre outros que s&o essenciais para o crescimento
dos membros. A diminuigdo da expressao desses genes ocasionaria um disturbio na
regulacdo no feedback com outros genes, como por exemplo supressao da
expressdo de FGF8 e superexpressdo de proteinas morfogenéticas oOsseas 4
(BMP4), causando um comprometimento no crescimento proximo-distal dos
membros, observados como a focomelia e amélia. O SHH é uma proteina que
desempenha um papel importante na fina regulacdo da organogénese em
vertebrados. O efeito inibitério da talidomida sobre sua expressdo afeta seu
mecanismo de feedback com Fgf8 e pode também estar relacionado ao tempo de
exposigao ao medicamento, havendo o retorno dos niveis de expressao génica com
a suspensao do uso de talidomida (Hansen et al., 2002; Ito et al., 2010 ; Knobloch et
al., 2011).

Outros estudos com modelos animais também dao grande evidéncia ao papel
antiangiogénico na teratogénese da talidomida, mostrando que os vasos sanguineos
sdo alvo primario da teratogénese pela talidomida e que eventos como a perda da
sinalizacdo de Fgf8 e Fgf10 sdo secundarios aos efeitos nos vasos afetados
(Therapontos et al., 2009; Vargesson 2009).

Ito et al. (2010) mostraram que a proteina Crbn interage diretamente com
talidomida e indiretamente com DDB1. Ambas fazem parte de um complexo
ubiquitina E3 ligase juntamente com CUL4A. Eles postulam que a ligacdo da
talidomida em Crbn diminuiria a atividade de ubiquitinacdo de Crbn no complexo
ubiquitina E3 ligase, e o0 aumento dos substratos ndo ubiquitinados ocasionaria um
desbalango na expressao de alguns genes, como FGF8, FGF10, BMP4, entre
outros.

A sobreposicdo de fendtipos entre TE e as sindromes de Holt-Oram e de
Okihiro é explicada pela redugcéo de TBX5 e SALL4 em resposta a talidomida: TBX5
€ um fator de transcricdo que desempenha um papel importante no desenvolvimento
de membros e coragédo - € 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 e Rither, 2008; Donovan et
al., 2018).
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A sobreposicdo de TE e Roberts ainda n&do esta bem correlacionada, mas
acredita-se que pode ser explicada pelo comum mecanismo teratogénico de
apoptose induzido durante o desenvolvimento embrionario (Cassina et al., 2017;
Donovan et al., 2018). Trabalhos mais recentes mostram que apenas pacientes com
mutacdo em ESCOZ apresentam RBS e embora apresentem baixa homologia,
presente apenas no dominio C-terminal de acetiltransferase, tanto ESCO71 quanto
ESCO2 sao essenciais para a coesao das cromatides irmas (Van der Lelij et al.
2009). ESCOT1 esta presente durante todo o ciclo celular, enquanto a expressao de
ESCOZ é alta durante a fase S e desaparece na fase G2/M. Isso pode implicar que
ESCO1 esta envolvido no estabelecimento da coesdo das cromatides irmas nas
fases S, G2 e M, enquanto que ESCO2 pode ter uma fungao especifica no
estabelecimento da coesao das cromatides irmas durante a fase S (Hou, 2005).

E interessante observar que outra sindrome selecionada neste nosso
trabalho, a sindrome de Cornelia de Lange é classificada junto com a Sindrome de
Roberts e Jurberg-Hayward como “grupo das coesinopatias” (doencas cujas
proteinas alteradas s&o coesinas ou seus reguladores). Um artigo recente indica que
ESCO2 e coesinas corregulam a transcricdo de um componente da ubiquitina ligase
CRL-4, através da qual a talidomida exerce seus efeitos teratogénicos (Sanchez et
al., 2022).
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7. CONCLUSAO

Tendo em vista a complexidade de diagnostico da TE, novos estudos sao
necessarios para melhor entendermos os mecanismos e interacbes moleculares

deste medicamento.

Um painel de genes para analise molecular diferencial da embriopatia por
talidomida fetal pode contribuir para acelerar o diagnostico e o aconselhamento
genético desses pacientes, além de fundamentar o processo de indenizagao pelos

danos causados pela droga as vitimas.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

e Identificar novos genes alvo para aumentar a robustez do painel de genes;

e Avaliar a expressao diferencial de genes selecionados durante a interagéo
com a talidomida.

e Realizar analise in silico dos genes selecionados a fim de tragar relagdes com

outras sindromes.
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