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RESUMO

A sindrome de Noonan (SN) é uma desordem do desenvolvimento e na grande maioria dos
casos é de heranca autossomica dominante, sendo caracterizada por diversas anomalias
fenotipicas, especialmente por baixa estatura, cardiopatias congénitas e dismorfismos faciais.
Possui uma incidéncia de 1:1000 a 1:2500 nascimentos, tendo uma prevaléncia similar entre os
géneros. A causa da SN é definida pelo gene que é encontrada a mutagao, 0s mais comuns sao
0 PTPN11 que € responsavel por cerca de 50% dos casos, SOS1, KRAS, NRAS, SHOC?2, CBL,
e RAF1 que juntos, respondem por ~80% dos pacientes com sindrome de Noonan
diagnosticados clinicamente. O objetivo do trabalho foi relatar o caso clinico de um paciente
com deficiéncia intelectual que recebeu o diagnéstico gendmico de Sindrome de Noonan 1 e
apontar a importancia do sequenciamento total do exoma para o diagndstico. O paciente foi
encaminhado para realizacdo do cari6tipo que ndo apresentou nenhuma alteragdo numeérica ou
estrutural, depois foi feita a analise cromossémica por microarray que também ndo mostrou
variagbes no nimero de clpias patogénicas e assim ele foi conduzido para realizacdo do
sequenciamento total do exoma. Foi encontrada uma mutacdo de origem de novo do tipo
missense (112915455T>C, Phe285Ser) e o diagnostico genético foi estabelecido para o
paciente. Com isso, € importante destacar o papel fundamental do sequenciamento total o
exoma para o diagnostico da SN 1, em casos que ndo havia o diagnostico apos a realizacéo de
testes indicados como primeira escolha.

Palavras-chave: deficiéncia intelectual; gene PTPN11; sequenciamento total do exoma;
sindrome de Noonan.



ABSTRACT

Noonan syndrome (NS) is a developmental disorder and, in most cases, it has an autosomal
dominant inheritance, being characterized by several phenotypic anomalies, especially by short
stature, congenital heart disease and facial dysmorphisms. It has an incidence of 1:1000 to
1:2500 births, with a similar prevalence between genders. The cause of SN is defined by the
gene that the mutation is found, the most common being PTPN11 which is responsible for about
50% of cases, SOS1, KRAS, NRAS, SHOC2, CBL, and RAF1 which together, induced by ~80
% of Noonan syndrome patients clinically diagnosed. The aim of this study was to report the
clinical case of a patient with intellectual disability that includes the genomic diagnosis of
Noonan syndrome 1 and to point out the importance of total sequencing of the exome for the
diagnosis. The patient was referred for karyotyping, which does not show any numerical or
structural changes, then a chromosomal microarray analysis was performed, which also showed
no results in the number of pathogenic copies, and so he was conducted for the total exome
sequencing. An origin de novo missense type mutation was found (112915455T> C,
Phe285Ser) and the genetic diagnosis was established for the patient. Thus, it is important to
highlight the fundamental role of total exome sequencing for the diagnosis of SN 1, in cases
where there was no diagnosis after performing tests indicated as first choice.

Key Words: intellectual disability; PTPN11 gene; whole exome sequencing; noonan
syndrome.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome de Noonan
1.1.1 Descricéo geral e epidemiologia

A sindrome de Noonan (SN) é uma desordem do desenvolvimento, que foi descrita
como entidade distinta pela primeira vez em 1963, por Jacqueline Noonan e Dorothy Ehmke,
como sendo uma patologia clinicamente heterogénea, estabelecida por baixa estatura,
hipertelorismo, deficiéncia intelectual leve, dismorfismo facial e um extenso espectro de
defeitos cardiacos congénitos (ALLANSON, 1987; NOONAN, 1968; TARTAGLIA et al.,
2002).

O primeiro paciente a ser descrito com sindrome de Noonan foi registrado em 1883 por
Oskar Kobylinski, no qual estava sofrendo por uma febre de origem desconhecida e em um
exame especifico foi revelada uma caracteristica fenotipica principal: presenca do pescoco
alado. Entre os anos de 1930 e 1938 Otto Ullrich e Henry Turner relataram pacientes com
inimeras malformacg6es congénitas que correspondiam a mesma doenca, futuramente chamada
de sindrome de Turner (ST) (BERTOLA, 2006; MARCINOWSKI, 2020).

Ford et al. (1959) mostraram que existia uma monossomia do cromossomo X na ST,
com isso essa denominacdo foi feita apenas para pacientes do sexo feminino com apenas um
cromossomo X ou alguma outra alteracdo envolvendo o mesmo. Pacientes que apresentavam
cariotipo normal passaram a receber varias denominacdes, entre elas sindrome de Turner XX e
sindrome de Turner XY. Apo0s isso, em 1963 Noonan e Ehmke descreveram a sindrome de
Noonan e aqueles que haviam sido diagnosticado com sindrome de Turner XX ou XY passaram
a ser avaliados com SN (BERTOLA, 2006).

A SN possui uma estimativa de incidéncia entre 1:1.000 a 1:2.500 nascimentos, com
uma prevaléncia similar entre os géneros, além disso ela € uma doenca predominantemente
autossdmica dominante, contudo 60% dos casos sdo esporadicos (ROMANO et al., 2010;
ALLEN; SHARMA, 2021; BOUCHIKHI et al., 2016). Nos casos em que ha heranca de genes
relacionados a SN, a transmissdo do gene materno é muito mais frequente do que a transmissao
paterna (3:1) e isso se deve certamente ao criptorquidismo e a infertilidade masculina, contudo
nos casos de novo, o alelo que sofre mutacdo na grande maioria dos casos é de origem paterna
(BALLESTA; NAVARRO, 2010; YART; EDOUARD, 2018). Recentemente, estudos
confirmaram a presenca de uma forma de sindrome de Noonan com heranca autossémica

recessiva e a identificacdo de mutacGes bialélicas no gene LZTR1 (JOHNSTON et al., 2018).
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1.1.2 Quadro clinico
1.1.2.1 Anomalias craniofaciais

Individuos recém-nascidos com SN apresentam diversas caracteristicas craniofaciais
irregulares, como macrocefalia, hipertelorismo ocular, palato arqueado alto, m& ocluséo
dentéria, ptose palpebral, fissuras palpebrais inclinadas, horizontais ou obliquas, baixa
implantacdo auricular, com forma oval e espessamento da hélice, e micrognatia (ROMANO et
al., 2010) (Figura 1).

Algumas caracteristicas sdo modificadas com o avancar da idade (PADOVANI, 2011).
Na infancia a aparéncia facial muitas vezes ndo possui expressdo e se assemelha a face de
individuos com alguma miopatia (Figura 1). Na adolescéncia a face possui um formato de
triangulo invertido, os olhos sdo menos protuberantes e as caracteristicas passam a ser mais
evidentes (Figura 2). Os adultos passam a ter um rosto menos dismorfico, apesar de que a
mesma pessoa quando bebé possa ter possuido inimeras anomalias. Contudo, alguns adultos
contém anomalias craniofaciais tipicas da SN (Figura 2). Os idosos geralmente dispdem de
pregas nasolabiais mais nitidas do que se espera para uma pessoa nessa faixa etaria, além de
contar com uma pele transparente e fina (MORAIS, 2019; ROMANO et al., 2010).

1.1.2.2 Pescoco

Segundo Padovani (2011) ao decorrer do crescimento fica mais perceptivel a baixa
implantacdo de cabelo na nuca. Sendo possivel observar também pterygium colli (pescogo

alado) e excesso de pele na nunca (Figura 1 e Figura 2).



(A) Recém-nascido

Macrocefalia

Hipertelorismo

Fissura palpebral inclinada
Dobra epicantica

Nariz curto com ponta declinada
Sulco nasolabial profundo
Labios cheios e vermelhos
Micrognatia e pescogo curto

Baixa implantacao das orelhas
com forma oval e
espessamento da hélice -
Excesso de pele na nuca

Dorso das maos e pés inchados
com edemas

(B) Crianca

Nariz afundado com ponta voltada
para cima

Lébio superior em formato de arco

12

Figura 1 — Representacdo das principais caracteristicas fenotipicas da SN em recém-nascidos

e criangas.
Fonte: Adaptado de BHAMBHANI; MUENKE, 2014.
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(A) Adolescente

Pectus Carinatum

Cabelo encaracolado

Testa grande Mamilos amplamente espagados

Cubitus Valgus

Face triangular

Pescogo alado

Queixo pequeno

(B) Adulto

Linha capilar anterior alta

Face triangular

Pele transparente e enrugada

Prega nasolabial proeminente

Figura 2 — Representacdo das principais caracteristicas fenotipicas da SN em adolescentes e
adultos.
Fonte: Adaptado de BHAMBHANI; MUENKE, 2014.



14

1.1.2.3 Anomalias cardiacas

Cerca de 80% dos individuos diagnosticados com SN possuem alguma anomalia
cardiaca (BURCH et al., 1993; ROMANO et al., 2010). A mais comum & a estenose pulmonar
valvar (EPV), além disso ela possui uma frequéncia maior nos casos com mutacdo no gene
PTPN11. Na SN também é observado um alto indice de pacientes com miocardiopatia
hipertréfica (BERTOLA, 2006; SHAW et al., 2007).

1.1.2.4  Anomalias esqueléticas

Segundo Allason (1987) a anomalia esquelética mais comum presente na SN € a
deformidade toracica conhecida como pectus carinatum superior e pectus excavatum inferior.
Se observa também cubitus valgus, clinobraquidactilia, diversas deformidades vertebrais e
esternais e ma oclusdo dentéria (BERTOLA, 2006).

1.1.25  Anomalias hematologicas

Pacientes com SN possuem uma forte e recorrente tendéncia a desenvolverem
problemas hematoldgicos, como disturbios da coagulacdo, dentre eles, deficiéncia dos fatores
de coagulacao XI, XII e VIII, além de trombocitopenia e disfuncdo plaquetaria. Entretanto, os
sintomas geralmente sdo leves, como por exemplo, hematomas e epistaxe (ROMANO et al.,
2010; SHARLAND et al., 1992).

1.1.26  Anomalias geniturinarias
De acordo com Padovani (2011) defeitos renais correspondem a uma parcela pequena
de pacientes com SN. A anomalia geniturinaria mais comum € o criptorquidismo, toda via €

possivel encontrar relatos de pénis e testiculos pequenos e hipospadia (PADOVANI, 2011).

Estudos j& demonstram que no lugar do criptorquidismo, a disfuncdo das células de
Sertoli possam ser a principal causa da disfuncdo gonadal masculina. Enquanto, a fertilidade
das mulheres aparenta ndo ser afetada (ROMANO et al., 2010; MARCUS et al., 2008).

1.1.2.7  Anomalias na pele e anexos
Bertola (2006) relata pacientes com as seguintes anomalias cutaneas: coxins na ponta
dos dedos das mdos e dos pés, cabelos encaracolados, sobrancelhas e cabelos esparsos,

queratose pilar atréfica da face, tendéncia a formacéao de queloides, nevos e efélides.
1.1.2.8  Anomalias abdominais

A principal anomalia abdominal encontrada nos pacientes com SN, € a esplenomegalia,

apesar da sua fisiopatologia nessa sindrome especificamente, ser desconhecida (BERTOLA,
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2006).
1.1.2.9  Anomalias neuroldgicas, cognitivas e comportamentais

Embora haja inimeros estudos cientificos de revisdo da SN, ainda existe uma escassez
de informacgGes relacionadas aos aspectos psicoldgicos e cognitivos (BERTOLA, 2006). Além
de que varias informacbes sdo compreendidas de forma equivocada e sdo extremamente
alteraveis (ROMANO et al., 2010).

Romano et al. (2010) afirmaram a ocorréncia do aumento na incidéncia de déficits
cognitivos e dificuldades de aprendizagem, juntamente com o aumento de descrigdo de
anormalidades cerebrais e uma grande variedade de problemas neurolégicos, mesmo que de

forma lenta.

No estudo feito por Shaw et al. (2007) em 151 pacientes diagnosticados com SN, a
maioria possuia algum tipo de disturbio neurologico e uma parcela consideravel relataram
convulsdes recorrentes, principalmente em idade de 3 a 19 anos e em alguns casos estavam

associadas a mutagdes no gene PTPN11.

O sistema cognitivo geralmente ndo é altamente alterado, o QI chega a variar de 70 até
120 (ALLASON, 2007; PIERPONT et al., 2010). A anomalia mais relatada é a deficiéncia
intelectual leve, sendo responsavel pela deficiéncia da linguagem, dificuldades de alimentacao,
hipermobilidade das articulagdes, problemas oculares e perda de audicdo, também comum na
SN. E descrito também um ligeiro atraso no desenvolvimento motor, podendo estar
relacionando com a hipotonia muscular (ROMANO et al., 2010; SILVA et al., 2008).

1.1.2.10 Anomalias no crescimento
De acordo com Silva et al. (2008) a baixa estatura € extremamente recorrente em
individuos com SN, com enfoque no inicio da puberdade em que ha um atraso médio de dois
anos, e nao e observado uma aceleracdo do crescimento nessa fase. A baixa estatura é mais

expressiva em mulheres, do que em pacientes do sexo masculino (NOONAN et al., 2003).

A tabela abaixo contém as principais anomalias craniofaciais, do pescoco, cardiacas,
esqueléticas, hematologicas, geniturinarias, na pele e anexos, abdominais,
neuroldgicas/cognitivas/comportamentais e de crescimento, juntamente com a frequéncia que

elas ocorrem na SN (Tabela 1).



Tabela 1 — Descrigdo das anomalias mais comuns na SN e suas frequéncias.

Quadro clinico Principais caracteristicas Frequéncia
Hipertelorismo ocular 95%
Palato arqueado alto 95%
Anomalias craniofaciais Ptose palpebral 95%
Baixa implantacéo auricular 95%
Pterygium colli 95%
Pescoco Excesso de pele na nunca 95%
Baixa implantacdo de cabelo na nunca 32%
Estenose pulmonar valvar 50%
Anomalias cardiacas
Miocardiopatia hipertrofica 20%
Pectum carinatum 70%
Cubitus valgus 50%
Anomalias esqueléticas

Clinobraquidactilia 30%
Deficiéncia dos fatores de coagulacéo 20%

X1, X1, VHI
Anomalias hematologicas  Trombocitopenia 20%
Disfuncéo plaquetaria 20%
Criptorquidismo 60%

Anomalias geniturinarias

Atraso puberal 60%
Coxins na ponta dos dedos 55%
Anomalias na pele e anexos Formacéo de queloides 55%
Cabelos encaracolados 55%
Anomalias abdominal Esplenomegalia 53%
Anomalias neuroldgicas/  Deficiéncia intelectual 35%
Cognitivas/ Atraso do desenvolvimento motor 26%
Comportamentais Convulsdes recorrentes 13%
Anomalias no crescimento  Baixa estatura 50%

Fonte: BERTOLA et al., 2006; ALLANSON, 1987.
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1.1.3 Etiologia da Sindrome de Noonan

A sindrome de Noonan (OMIM#163950) é uma das vérias RASopatias, que séo
transtornos do desenvolvimento causados por mutacGes em genes que codificam componentes
da via RAS-MAPK/ERK. Apo6s a descoberta de mutagbes no PTPN11 como a causa mais
comum de SN (50%), SOS1 (10-15%), KRAS (~2%), NRAS (<1%), SHOC2 (<1%), CBL (<
1%), e RAF1 (5-10%) foram identificados como genes adicionais para SN ou distdrbios do tipo
SN. Juntos, esses genes respondem por ~80% dos pacientes com SN diagnosticados
clinicamente (CHEN et al., 2014).

A SN é classificada em subtipos de acordo com o gene que possui a mutacdo, sendo o
responsavel pela etiologia da SN. De acordo com Ballesta e Navarro (2010), a SN possui uma
enorme variacdo geneética e a grande maioria dos casos estdo relacionados com mutacdes do
tipo missense no gene PTPN11, caracterizando a sindrome de Noonan 1. Essas mutagdes geram
uma hiperativacdo da proteina tirosina fosfatase citoplasmatica (SHP2), que faz parte da via de
sinalizacdo intracelular RASMAPK, permitindo auxiliar no controle do crescimento,
diferenciacdo, migracdo e apoptose celular (BALLESTA; NAVARRO, 2010).

Um estudo realizado por Ribeiro (2011) em pacientes com suspeita de SN, mostra que
a grande maioria das mutac@es identificadas no PTPN11 alteraram os residuos de aminoacidos
localizados dentro ou ao redor das superficies de interacdo dos dominios N-SH2 e PTP, mas 0s
defeitos também afetaram os residuos no dominio C-SH , assim como no peptideo que liga os
dominios N-SH2 e C-SH2. Ao realizar uma avaliacao fenotipica nesses individuos se observou
gue 0s pacientes com essa mutacao possuiam uma maior prevaléncia de estenose pulmonar, em
contrapartida individuos ausentes dessa mutacdo tiveram um indice menor de cardiopatia
hipertréfica (RIBEIRO, 2011)

A sindrome de Noonan 2 (OMIM#605275) é o unico subtipo encontrado atualmente
com heranga autossémica recessiva. Os primeiros autores a descreverem a SN 2, foram
Johnston et al. (2018) em um estudo que foi relatado 23 pacientes com heranca autossémica
recessiva, cujo gene afetado nesses individuos foi o LZTR1 com diferentes tipos de mutacdes.
Posteriormente, Umeki et al. (2019) também descreveram um paciente com as mesmas
caracteristicas e puderam observar que os individuos afetados com SN 2 possuem uma maior

frequéncia de cardiopatias, inclusive cardiomiopatia hipertrofica.

A sindrome de Noonan 3 (OMIM#609942) esta relacionada a mutaces no gene KRAS

e possui uma frequéncia de 2 a 4% em individuos sem mutagdes no gene PTPN11 (RIBEIRO,
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2011), contudo, ela também esta relacionada a outras patologias, como a Sindrome Cérdio-
facio-cutanea (CFC) (NIIHORI et al., 2006). Em um estudo feito por Ribeiro (2011), todas as
mutagOes no KRAS foram de novo, com a atividade tirosina-quinase menor do que a observada

nas mutacdes somaticas.

A sindrome de Noonan 4 (OMIM#610733) é dada pela mutacéo no gene SOS1, sendo

responsavel por 17 a 28% dos casos de SN sem mutagdes no PTPN11 (RIBEIRO, 2011), sendo
0 segundo principal gene para essa sindrome. Investigacdes a cerca desse gene mostram que
quando ele esta associado a SN, as mutagdes sdo até 0 momento, do tipo missense e estdo
postas nos dominios DH-PH e REM, contribuindo para o ganho de funcdo desta proteina e
aumentando a ativagéo da sinalizacdo da via RAS/MAPK e da atividade RAS-GTP (RIBEIRO,
2011).

A sindrome de Noonan 5 (OMIM#611553) esté relacionada ao gene RAF1. Mutages

neste gene sdo responsaveis por cerca de 3 a 17% dos casos SN, sem relagdo com o PTPN11,
além de estarem fortemente ligadas a cardiomiopatia hipertréfica, caracteristica recorrente em
pacientes com SN (BOUCHIKHI et al., 2016).

A sindrome de Noonan 6 (OMIM#613224) é extremamente rara, estando presente em

apenas 1% dos individuos com SN e sendo provocada por mutacdes heterozigoticas no gene
NRAS (BOUCHIKHI et al., 2016).

A sindrome de Noonan 7 (OMIM#613706) possui como etiologia, mutacdes no gene

BRAF, responsavel por menos de 1% dos casos de SN (CHINTON et al., 2019). J4, a sindrome
de Noonan 8 foi relatada pela primeira vez em um estudo realizado por Aoki et al. (2013), em

que identificaram uma mutacéo no gene RIT1 em pacientes com SN sem mutacGes no PTPN11.
Individuos com SN 8 (OMIM#615355) apresentam uma incidéncia muito maior de
cardiopatias em relacdo a outras mutacGes, entre elas cardiomiopatia hipertrofica com
frequéncia de 71% e estenose pulmonar valvar com 65% (BOUCHIKHI et al., 2016).

A sindrome de Noonan 9 (OMIM#616559) foi descrita por Yamamoto et al. (2015),
tendo o gene SOS2 como responsavel, além de que mutacbes nesse gene estdo associadas a
defeitos ectodermicos.

A sindrome de Noonan 10 (OMIM#616564) esta relacionada & uma mutagdo de heranga

autossdmica dominante no gene LZTR1, com uma prevaléncia de 8%, gene este que esta
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associado a um tipo de neurofibromatose (BOUCHIKHI et al., 2016), diferentemente da SN 2

que possui heranca autossémica recessiva.

A sindrome de Noonan 11(OMIM#618499) possui etiologia associada a mutacGes

missense heterozigdtica no gene MRAS, relacionada a cardiomiopatia hipertrofica, contudo ela

possui uma recorréncia bastante baixa (MOTTA et al., 2020).

A sindrome de Noonan 12 (OMIM#618624) foi descrita por Niihori et al. (2006) apds

realizarem um estudo em pacientes com suspeita de SN e sem RASopatia conhecidas e foram
identificadas mutagdes no gene RRAS2, permitindo associa-la a SN.

A sindrome de Noonan 13 (OMIM#619087) é associada ao gene MAPK1 e foi

identificada por Motta et al. (2020) ao investigarem criancas com suspeita de SN e sem

RASopatias, encontrando, portanto, mutagdes missense de novo.
1.1.4 Diagnostico

O diagnostico da sindrome de Noonan é feito especialmente por meio de uma hipdtese
clinica, tendo em vista que a SN € uma patologia extremamente heterogénea, sendo assim um
conjunto de anomalias dara origem a suspeita da sindrome de Noonan. Contudo, nessa
sindrome, ndo ha um sinal patognomonico (BERTOLA, 2006). Com isso, Burgt et al. (1994)
estabeleceram critérios capazes de favorecer e auxiliar no diagnostico clinico da SN. Portanto,
através desses critérios o individuo tera o diagnostico clinico de SN se: apresentar o critério
maior facies tipico juntamente com mais um critério maior ou dois menores. Se a caracteristica
facies for menor sugestivo ela precisara estar associada a mais dois critérios maiores ou trés

menores (Quadro 1).
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Quadro 1- Critérios clinicos para o diagnostico da Sindrome de Noonan.

Caracteristicas A=Maior B=Menor
Fécies Tipico Sugestivo
« Estenose pulmonar valvar e/ou . .
Coracao eletrocardiograma tipico Outro defeito cardiaco
Estatura <3° percentil <10° percentil
Térax Pectus carinatum/excavatum Torax largo

Parente de 1° grau com

Parente de 1° grau com diagnostico sugestivo de

Historia familiar diagndstico definitivo de SN

SN
Presenca de: deficiéncia Presenca de: deficiéncia
Outros intelectual + criptorquidia + | intelectual ou criptorquidia
displasia linfatica ou displasia linfatica

Fonte: Burgt et al., 1994.

Quando ha suspeita clinica de SN, existe também a possibilidade de diagnostico
molecular, para confirmacdo. Em geral, pacientes com SN ndo apresentam alteracfes no
cariotipo, ou seja, 0 numero e a estrutura de seus cromossomos estardo sem alteracGes
numéricas e estruturais visiveis por microscopia (VERDEZOTO; RUGEL; GUZMAN, 2012).

Recentemente, a utilizacdo das tecnologias de sequenciamento de nova geracdo (NGS
do inglés, Next Generation Sequencing) tém sido muito importante para associar diversas
sindromes genéticas, como por exemplo a SN, & diferentes genes , ex:PPP1CB, RIT1, LZTR1,
SOS2 e as RASopatias (MORAIS, 2019).

A mutacdo mais recorrente em individuos com SN é no gene PTPN11, correspondendo
a mais da metade dos casos, com isso, se identificada alguma alteracéo nesse gene pelo NGS o
diagnostico é confirmado, contudo se houver auséncia dessa mutacdo ndo elimina a
possibilidade da SN, devido a sua heterogeneidade genética e clinica (BERTOLA, 2006).

No estudo realizado por Baldassarre et al. (2014) em 15 pacientes com diagndstico de
SN, foram encontradas 37 variacdes no nimero de copias (CNVs), que estavam ligadas a SN e
que foram relacionadas as anomalias no Sistema Nervoso Central (SNC). Contudo, é raro
encontrar CNVs que estejam vinculadas a genes da via de sinalizacdo RAS/MAPK, havendo
registros de duplicacdes do segmento cromossomico 12024.13, especialmente no gene
PTPN11, em pacientes com fen6tipo da SN (MORAIS, 2019).
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A partir disso, ao estabelecer caracteristicas fenotipicas por meio da avaliagdo clinica,
juntamente com o uso da técnica de NGS, visando genes alvos para a sindrome, é possivel
concluir o diagnostico dos individuos de forma satisfatoria, permitindo que haja um tratamento

mais eficaz das patologias, atenuando assim as limitagcOes de cada paciente.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Relatar o caso clinico de um paciente indicacdo clinica de deficiéncia intelectual que
recebeu o diagnostico gendmico de Sindrome de Noonan 1 apos realizacéo do sequenciamento

total do exoma com andlise por painel de genes para deficiéncia intelectual .

2.2 Objetivos especificos:
e ldentificar e classificar o tipo de mutagdo de acordo com 0s consensus
internacionais;
e Estabelecer uma relacdo entre o geno6tipo e fenétipo do paciente;
e Apresentar a importancia do uso do sequenciamento de exoma para o diagnostico
da SN.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selegdo do caso

Este trabalho consiste em um caso, cujo paciente foi encaminhado ao Nucleo de
Pesquisas Replicon da PUC Goias (NPR/PUCGO) e ao Laboratério de Citogenética Humana e
Genética Molecular (LaGene)/LACEN/SES/GO. O estudo também contou com a colaboracéao
do Laboratério Genome Diagnostics Nijmegen, Department of Human Genetics, da
Universidade de Radboud na Holanda.

O paciente do estudo é do sexo masculino, com indicacdo clinica de deficiéncia
intelectual, encaminhado por médicos assistentes da rede publica de satde de Goias. Depois de
esclarecimentos sobre o estudo, o paciente e seus pais foram convidados a participar do estudo,
apos a concordancia os pais assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
aprovado pelo Comité de Etica da PUC Goiés.

3.2 Aspectos éticos e legais

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da PUC Goiés, de acordo com
os termos da Resolucdo 466/12, do Conselho Nacional de Saude, sob o numero do CAAE:
041149170.00.00000.0037 e numero do parecer: 3.205.591.

3.3 Coleta e processamento das amostras

Ap0s a assinatura do TCLE, foi obtido 10 ml de sangue periférico do paciente para
realizacdo da Analise Cromossoémica por Microarranjo (CMA, do inglés chromosome
microarray analysis) e sequenciamento total do exoma (WES, do inglés whole exome
sequencing) e 5 ml dos seus pais para realizacdo do CMA e do WES. As amostras foram

processadas para extracao de DNA e posteriormente foi a realizada as técnicas de CMA e WES.

Para a realizacdo do Sequenciamento de Exoma, o DNA do paciente e dos pais foi
encaminhado para o Laboratério Genome Diagnostics Nijmegen, Department of Human
Genetics, Radboud University Medical Center na Holanda, seguindo todas as recomendacoes
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/MS).

3.4 Caridtipo por bandeamento GTG

O teste citogenético foi realizado em um laboratorio privado e o resultado foi

apresentado pelos pais do paciente apds a assinatura do TCLE.
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3.5 Extracéo e quantificacdo das amostras

Para a extracdo do DNA, foi utilizado o Kit de extragio de DNA
[llustraBloodGenomicPrep® Mini Kit (GE Healthcare, EUA) e 0 mesmo foi quantificado no
espectrofotdbmetro NanoVue Plus (Biochrom, Harvard Bioscience, TM Inc. EUA). Ambos os

procedimentos foram realizados de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante.
3.6 Descri¢cdo do método CMA e anélise dos dados

O CMA, do paciente e de seus pais, foi conduzido utilizando o GeneChip® CytoScan
HD™ (Thermo Fisher Scientific, EUA), uma matriz de genotipagem do CMA que oferece um
alto poder de robustez e cobertura para investigacdo de variagfes estruturais no genoma. As
andlises foram feitas no software Chromosome Analysis Suite 3.0 (Chas®), em que foi utilizado
um filtro com 50 marcadores para ganho e um filtro com 25 marcadores para perda, ambos com
tamanho > 100 kb. Todas as CNVs foram classificadas de acordo com os consensos e diretrizes
internacionais (MILLER et al., 2010; KEARNEY et al., 2011; BATTAGLIA et al., 2013;
SILVA et al., 2019).

3.7 Sequenciamento total do exoma com analise por painel de genes

O Sequenciamento total de Exoma foi realizado apos néo identificar nenhuma alteracao
cromossdmica estrutural e/ou numérica no cariotipo e quando realizado a técnica de CMA
também ndo foi encontrada nenhuma CNV patogénica. Para o WES foi utilizado um painel de
genes alvos para deficiéncia intelectual (versdo do painel genético DG-2.16), contendo 1.252

genes ja associados ao fendtipo da deficiéncia intelectual.

Para a preparacdo da amostra de DNA gendmico e enriquecimento do exoma, foi usado
o kit comercial Agilent Sure SelectXT Human All Exon 50Mb (Agilent Technologies, USA) e 0
sequenciamento do exoma foi realizado na plataforma HiSeq 2500 System (lllumina, EUA),
fornecendo uma cobertura de 20x de >94% das bases direcionadas. Todas as etapas para 0 WES

foram executadas pelo Laboratério Genome Diagnostics Nijmegen.
3.7.1 Interpretacdo dos resultados do sequenciamento

Para a analise dos resultados, a classificacdo das variantes genéticas foi baseada em
uma diretriz entre as associa¢fes profissionais holandesa e inglesa, Association of Clinical
Genetic Laboratory Diagnostics (VKGL) e Association for Clinical Genetic Science (ACGS).

Sendo classificadas assim:
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Classe 1: a variante € visivelmente ndo patogénica ndo apresentando, portanto um risco
maior da doenga.

Classe 2: a variante provavelmente ndo € patogénica, logo provavelmente ndo aumenta
0 risco da doenca.

Classe 3: variante de significado clinico incerto (VUS/VOUS), por isso ndo se sabe se
ela provoca a doenca.

Classe 4: a variante possivelmente é patogénica, com isso provavelmente ha um risco
maior da doenga.

Classe 5: a variante € visivelmente patogénica, consequentemente hd um risco maior

da doenga.
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4  RESULTADOS E DISCUSSAO

O paciente deste estudo foi encaminhado ao NPR com indicacdo de Retardo do
Desenvolvimento Neuropsicomotor (RDNPM), Comunicacéo Interatrial (CIA), Comunicacéo
interventricular (CIV), Persisténcia do Canal Arterial (PCA) e Estenose pulmonar.

Ao nascer o paciente do sexo masculino, apresentou peso de 3,500 Kg, altura de 49 cm,
perimetro cefalico de 35 cm e perimetro toracico de 34 cm. Nasceu de um parto normal, com
38 semanas e Apgar 8/10. Foi observado criptorquidia bilateral corrigida posteriormente com
procedimento cirtrgico. Apresentava também estenose pulmonar, CIA, CIV e PCA. O paciente
foi submetido a uma cirurgia para corrigir a malformacéo cardiaca. Aos 15 anos apresentou
peso de 25,5 Kg, altura de 1,31 m e perimetro cefalico de 52 cm. O exame fisico revelou
pescoco curto e alado, pectus excavatum e mamilos bem espacados. Foram observados
dismorfismos craniofaciais incluindo baixa implantacdo auricular, ptose, pregas epicantica,
hipertelorismo, fissuras palpebrais inclinadas para baixo, philtrum aumentado, palato arqueado
alto, ma ocluséo dentéria e micrognatismo. Alteragdes oculares como miopia e astigmatismo,
além de atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual e transtorno de déficit de atencéo e

hiperatividade (TDAH) foram observadas.

O teste de cariotipo por bandeamento GTG que permite a identificacdo de alteracfes
numéricas e/ou estruturais de 5 a 10 Mb, foi realizado e o resultado foi de um cariograma sem

alteracdes visiveis, sendo o resultado 46,XY.

Ap0s a realizacdo do cariotipo, o paciente foi encaminhado para a realizacéo do teste de
CMA, que possui uma resolucdo > 100 Kb permitindo a identificacdo de CNVs. Apds a analise

ndo foram identificadas CNVs patogénicas..

Sendo assim, o paciente foi encaminhado para o sequenciamento total de exoma, no
qual foi realizado em trio (pai, mae e filho) e foi identificado uma variante patogénica,
heterozigotica, de origem de novo no gene PTPN11(Chr12(GRCh37):9.112915455T>C;
NM_002834.4; ¢.854T>C; p.(Phe285Ser));. Essa variante foi classificada como mutagdo do
tipo missense e de heranca autossdmica dominante (AD). A mutacdo identificada foi pontual,
do tipo substituicdo de base T>C, que resulta na mudanca do codon e por consequéncia na troca

do aminoécido Fenilalanina por Serina.

O gene PTPNL11 (protein tyrosine phosphatse non-receptor 11) localizado no 12g924.13,
esta associado a sindrome de Noonan 1, sendo responsavel por cerca de 50% dos casos positivos

para SN, portanto, € o principal gene descrito nessa sindrome (PADOVANI, 2011).



27

O estudo feito por Ferreira et al. (2007), mostraram que algumas caracteristicas tipicas
da SN eram mais frequentes em pacientes com mutac¢des no gene PTPN11 do que em pacientes
com mutacgdes em outros genes. Entre as principais caracteristicas clinicas, a estenose pulmonar
estava presente em 38% dos pacientes com mutacdo no gene PTPN11 e nos pacientes sem a
mutacdo, apenas 6% possuiam essa caracteristica. Anomalias craniofaciais estavam presentes
em 75% dos individuos com a mutacdo e em 47% sem a mutacdo. Caracteristicas estas que
também estdo presentes no paciente deste estudo.

Roberts et al. (2013) ao investigarem caracteristicas presentes em individuos com SN
1, observaram que a baixa estatura (93%) e a criptorquidia (94% no sexo masculino) foram as
alteracOes clinicas identificadas com maior frequéncia nesses pacientes. O paciente desse
estudo, apesar de ter nascido com uma estatura ideal, foi observado que ao longo do processo
de crescimento houve uma estagnagdo em sua altura, conferindo a ele a caracteristica de baixa
estatura. Alem disso, ele também nasceu com criptorquidia, caracteristicas clinicas que

condizem com a literatura cientifica.

Foi relatado por Ballesta e Navarro (2010) que as caracteristicas clinicas mais
recorrentes em pacientes com SN 1 sdo diatese hemorragica, alteragdes toracicas, podendo
haver também um risco maior de desenvolvimento de leucemia mielomonocitica juvenil, porém
no paciente deste estudo foi encontrado apenas uma alteracdo toracica, sendo o pectus
excavatum. Outras anomalias comportamentais, neurologicas e cognitivas que ndo s&o
diretamente ligadas a SN com mutacdes no gene PTPN11, como deficiéncia intelectual, TDAH

e atraso no desenvolvimento também foram identificadas no paciente deste estudo.

O gene PTPN11, que esta mutado no paciente, codifica a proteina citoplasmatica
tirosina fosfatase SHP-2 (Src Homology region 2-domain Phosphatase 2) do tipo nao receptor
(MALAQUIAS; JORGE, 2021), a qual vem demonstrando estar envolvida em diversos
processos de desenvolvimento, como diferenciacdo de células hematopoiéticas, valvulogénese
semilunar cardiaca, padrées mesodérmicos e desenvolvimento de membros, além de possuir

uma grande expressividade em diversos tecidos (BOUCHIKHI et al., 2016).

A SHP-2 apresenta dois dominios SH2 na por¢do amino-terminal: N-SH2 e C-SH2, que
permitem o reconhecimento e a ligacdo da proteina a sitios de tirosina fosforilado de receptores
ou de proteinas adaptadoras que fazem parte da cascata de sinalizacdo de receptores tipo
tirosina-quinase ou de citoquinas, € um dominio PTP na por¢éo carboxi-terminal, permitindo
que a SHP-2 exerca sua capacidade de desfosforilar sitios de tirosina fosforilada (FERREIRA
et al., 2007; RIBEIRO, 2011). A SHP-2, quando estd em forma inativa possui sua atividade
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catalitica bloqueada pela interag&o entre os dominios N-SH2 e PTP, quando ela se liga a tirosina
fosforilada por meio dos dominios SH2 verifica-se uma mudanca em sua estrutura, desfazendo
a interacdo entre os dominios, provocando um aumento em sua atividade tirosina fosfatase
(FERREIRA et al., 2007).

A sindrome de Noonan 1, apresentada neste relato de caso, provém de uma mutagdo
missense de ganho de funcdo no PTPN11. MutacGes missense que sdo frequentemente
encontradas em pacientes com SN 1, séo localizadas dentro e ao redor das porcdes de interagdo
dos dominios N-SH2 e PTP que estéo envolvidos na troca da proteina entre suas conformacdes
inativas e ativas. Essas mutagcdes acabam por aumentar a atividade catalitica da SHP-2 por
diminuirem ou até mesmo eliminar a interacdo entre os dominios a qual mantém a proteina
inativa (ROBERTS et al., 2013).

A SHP-2 esta envolvida com a via de sinalizagdo RAS/MAPK, que é uma via de
sinalizacdo intracelular que transmite sinal de ligantes extracelular, como alguns fatores de
crescimentos, citocinas e horménios que estimulam a proliferacéo e diferenciacéo celular, além
da sobrevivéncia e do metabolismo celular, justificando assim algumas anomalias
caracteristicas da sindrome de Noonan 1. As proteinas Ras funcionam com um interruptor
molecular que estimula a ativacdo sequencial da cascata das MAPK (RAF-MEK-ERK) por
meio de uma série de eventos de fosforilagdo, para que ocorra a transducao do sinal intracelular,
e a desfosforilacdo realizada pela SHP-2 interrompe esse sinal. Com isso, as muta¢des missense
no gene PTPN11 que provocam o aumento da atividade tirosina fosfatase da SHP-2, podem
também estar associadas ao aumento do fluxo do sinal por meio da via Ras, a qual esta
diretamente ligada a leucemia mielomonocitica juvenil (CARCAVILLA et al., 2020;
FERREIRA et al., 2007; ROBERTS et al., 2013). Apesar do paciente desse estudo, possuir a
mutacdo missense no PTPN11, ele ndo possui a leucemia mielomonocitica juvenil, que também
estd ligada a essa mutacdo, no entanto, esta informacdo é importante para que os médicos
assistentes do paciente figuem atentos a exames de rotina que investiguem este tipo de neoplasia

hematoldgica.

O sequenciamento total do exoma ( WES —do inglés, Whole Exome Sequencing) € uma
técnica extremamente importante para o diagndstico de diversas sindromes, entre elas a SN 1
descrita nesse relato, porém de forma geral somente o cariotipo e 0 CMA sdo utilizados com
teste de primeira escolha, principalmente quando ha indicacdo de algum atraso global do
desenvolvimento, como a deficiéncia intelectual que também esta presente no paciente deste

relato. Contudo, quando ha substituicdes de base em genes especificos, como ha na SN 1, esses
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primeiros testes ndo conseguem identificar e assim é necessario metodologias mais sensiveis,
como o0 WES (VICKERS; GIBSON, 2019; HOCHSTENBACH et al.,2009).

Snoeijen-Schouwenaars et al. (2019) realizaram um estudo em que o WES possibilitou
o diagndstico genémico de 40% em pacientes que possuiam indicagdo clinica de deficiéncia
intelectual. Estudos recentes tém demonstrado uma eficiéncia de 30 a 70% no diagndstico de
sindromes geneticas raras utilizando o WES. O sequenciamento total do exoma é muito
significativo pois em um Unico experimento é possivel obter informacGes de quase toda regido
codificadora, que é um local onde possui a grande maioria das mutac6es que causam doencas,
inclusive do gene PTPNL11 relacionado a SN 1 apontada nesse trabalho, além de sequenciar
uma quantidade muito menor de material que o genoma completo possibilitando um custo
menor, uma complexidade menor para analise e por conseguinte menos dados sdo gerados.
(CARNEIRO, 2016).

O diagnostico da sindrome de Noonan 1 na grande maioria dos casos é clinico, devido
a sua heterogeneidade fenotipica citada anteriormente. Contudo obter o diagnostico molecular
é fundamental para confirmar a suspeita clinica, pois o diagndstico molecular pode levar a um
melhor direcionamento do manejo clinico dos pacientes, e assim podendo ser realizada uma
vigilancia para patologias que sdo relacionadas a SN 1, aléem de reduzir a carga sobre 0s

pacientes e familiares na busca por respostas.

Adicionalmente, o diagndstico molecular contribui para um aconselhamento genético
mais adequado, sendo possivel oferecer ao paciente e a familia maiores esclarecimentos sobre
a sindrome diagnosticada, além de fornecer informac6es sobre risco de recorréncia e redes de

apoio associadas a Sindrome de Noonan.
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5  CONCLUSAO

Ao descrever o caso do paciente com indicacdo clinica de deficiéncia intelectual, apds
0 método de sequenciamento completo de exoma por painel de genes para deficiéncia
intelectual e obter o diagnéstico genémico de sindrome de Noonan 1, € possivel concluir que:

e ApoGs a realizacdo do sequenciamento total do exoma foi possivel identificar uma
mutacdo heterozigo6tica, do tipo missense, de origem de novo, com padrdo de heranca
autossémico dominante no gene PTPN11. Essa variante é diretamente relacionada a
sindrome de Noonan 1 e € considerada patogénica.

e MutacGes no gene PTPN11 estdo ligadas a diversas caracteristicas fenotipicas da SN 1,
como baixa estatura, criptorquidismo, anomalias craniofaciais e cardiopatias
congénitas, isso porque ele codifica a proteina tirosina fosfatase que esta diretamente
ligada a processos de desenvolvimento.

e O uso do sequenciamento total do exoma foi de extrema importancia, pois mesmo apos
utilizar os testes de cariotipo e CMA, so foi possivel identificar a variante apds tal
método e assim estabelecer o diagndstico. O diagnostico genémico € essencial pois
permite que a conduta médica seja mais direcionada a sindrome identificada, e assim

proporcionar ao paciente e a familia uma qualidade de vida melhor.
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