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1. INTRODUGCAO

As cardiopatias congénitas (CHDs), também conhecidas como anomalias
cardiacas congénitas, sdo um grupo de anomalias estruturais do coragao e
grandes vasos que se originam durante o desenvolvimento cardiaco
(MCDONALD-MCGINN et al., 2015; SWILLEN & MC DONALD-MCGINN, 2015).
Cerca de 20% dos cardiopatas possuem uma anormalidade genética ou
cromossOmica associada. Contudo, nas ultimas décadas, estudos demonstram
que as CHDs podem estar atribuidas ndo sé as sindromes genéticas, mas
também a exposicdo a substancias téxicas que podem levar a efeitos
teratogénicos (DIAO et al., 2021).

A teratogénese ¢é um processo multifatorial caracterizado pelo
desenvolvimento de malformagdes e anomalias durante a embriogénese devido a
exposicao do embrido a substancias toxicas. Dentre as consequéncias da
exposicao do embrido a teratégenos, destacam-se as alteragbes cromossémicas
estruturais e as variantes genéticas patogénicas. Os agentes teratdgenos podem
ser oriundos da exposigao crénica ou aguda a substancias quimicas, fisicas ou
bioldgicas. A nicotina, por exemplo, € um importante agente teratogénico, uma
vez que a sua estrutura quimica permite a sua passagem através da placenta,
ocasionando, assim, alteragdes no desenvolvimento embrionario - incluindo a
embriogénese cardiaca (DIAO et al., 2021; EMILIO, et al. 2010).

O tabaco é um produto quimico agricola e €, atualmente, a principal via de
ingestado e inalagdo de nicotina. A absorgdo das substancias do fumo pode ser
realizada de forma ativa ou passiva, sendo a ultima a forma de exposi¢cao mais
comum entre gestantes (KARATZA, et al., 2011). Além das vias tradicionais, uma
maneira pouco relatada de exposi¢cdo a nicotina € a absorcdo dérmica, a qual é
caracterizada principalmente pela Doenca da Folha do Tabaco Verde ou Green
Tobacco Sickness (GTS). Essa condigao esta relacionada, sobretudo, ao risco
ocupacional a saude de agricultores e trabalhadores de campo no plantio de
tabaco. Curiosamente, a GTS afeta especialmente as mulheres, ja que estas
possuem uma area de absorgdo dérmica relativamente maior quando comparada
aos homens (E SILVA et al., 2018).

Apesar dos estudos epidemiologicos de associagado entre o tabagismo
parental e CHDs serem limitados, as evidéncias biolégicas apontam para uma
relacdo substancial entre ambos. Os efeitos genotdxicos sdo comumente
associados a exposigdo materna, contudo, ja existem relatos das consequéncias
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da nicotina no fluido seminal e na espermatogénese (EMILIO, et al. 2010). Sendo
assim, o processo reprodutivo pode ser diretamente afetado pela exposicdo ao
tabaco, acarretando no mal desenvolvimento embrionario e, consequentemente,
na aparicado de alteragdes geneéticas no genoma do embrido. Ainda, variantes
patogénicas associadas a genes transcritores cardiacos que estdo direta ou
indiretamente interligados as vias de metabolizagdo da nicotina parecem estar
presentes em embrides expostos a substancia (EMILIO, et al. 2010).

Portanto, nosso trabalho descreve um relato de caso de uma crianga
diagnosticada com cardiopatia congénita e dismorfias faciais com suspeita causal
entre a exposicdo dérmica a nicotina pelos pais e o mal desenvolvimento
cardiaco.

2. METODOLOGIA

Paciente do sexo feminino, nascido de parto vaginal, a termo (37-42
semanas) e com ecografia do 7° més normal. Primeiro filho de pais agricultores do
plantio do fumo que, ao nascimento, apresentou anormalidades craniofaciais e
cardiopatia congénita. Para a investigacdo laboratorial foi coletado o sangue
periférico em tubo de heparina e EDTA para posterior cultivo de células e extracao
de DNA, respectivamente. As analises realizadas foram: cariétipo, Hibridizagao in
situ Fluorescente (FISH) para microdelecdo 22q11.2 e Multiplex Ligation Probe
Amplification (MLPA) para genes associados a cardiopatia congénita e
microdelecdes cromossémicas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O caridtipo ndo apresentou anormalidade (46,XX). A analise por FISH para
microdelegcao 22q11.2 e MLPA para genes da cardiopatia congénita também nao
apresentaram alteragdes. Entretanto, foi evidenciado microdele¢cbes nos genes
TRPS1 (8923.3), CREBBP (16p13.3) e MECP2 (Xg28) através do MLPA para
microdelecdes cromossémicas.

Na area da genética, a busca pela causa molecular para determinado
fendtipo clinico é um dos maiores desafios encontrados, de forma que diversas
sindromes ja foram associadas a variantes patogénicas em um ou mais genes.
Em nosso relato de caso, os trés genes deletados ja foram relacionados a
diferentes condigbes genéticas: CREBBP (Rubinstein-Taybi Syndrome), MECP2
(Rett Syndrome), TRPS1 (Trichorhinophalangeal Syndrome Type ) . Entretanto,
as caracteristicas clinicas descritas na literatura para as trés sindromes nao
condizem com o quadro clinico apresentado pela nossa paciente. Dessa forma, a
hipotese de uma possivel sobreposicdo de sindromes foi descartada. Entretanto,
esses genes sao conhecidos por desempenhar papéis importantes no
desenvolvimento embrionario como controle de crescimento e homeostase,
acoplando a remodelagcdo da cromatina ao reconhecimento do fator de transcricéo
(GeneCards®).

De forma a buscar um diagnostico mais assertivo e elucidar a relagao
gendtipo-fendtipo, foi levantada a hipotese de correlagao direta entre a exposi¢ao
a nicotina parental e o desenvolvimento de malformagdées embrionarias, uma vez
que ambos pais eram agricultores de plantio de tabaco. Inicialmente, buscamos
na literatura dados de analise de single-cell (scRNA-seq) a fim de identificar se os
genes alterados em nossa paciente poderiam possuir alguma interagcdo com a
nicotina e, consequentemente, acarretar e/ou contribuir para o fenétipo cardiaco.
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A scRNA-seq € uma metodologia de sequenciamento que demonstra o perfil
transcricional de células fenotipicamente semelhantes, levando em consideragao
a heterogeneidade tecidual. A analise de células individuais tem sido amplamente
reconhecida como técnica chave para o entendimento das funcbes celulares,
sendo capaz de identificar expressdes génicas até entdo desconhecidas
(SVENSSON et al, 2018).

Na literatura, a analise scRNA-seq para os efeitos da exposicdo a nicotina
na diferenciagao celular cardiaca evidenciou a inibicdo e envolvimento de alguns
genes importantes para a cardiogénese, como o ACTAZ2 (marcador de expressao
cardiaca), SNAI1 (formagao e manutencdo do mesoderma embrionario, parada do
crescimento, sobrevivéncia e migragao celular) e SNAI2 (geragdo e migracao de
células da crista neural). Sendo assim, uma investigacdo através de softwares
online (GeneMania) (WARDE-FARLEY et al 2010) foi realizada a fim de elucidar a
interacdo entre os genes deletados em nossa paciente e os genes destacados
pelo scRNA-seq (HE, BIAOCHUAN et al.,, 2020). Durante a pesquisa, foram
observados mais dois genes SMARCA2 e SMARCE1 como intermediarios entre
0s genes deletados em nossa paciente e os genes identificados na analise.

Ao avaliar as possiveis interagées génicas, foi observado que o CREBBP
pode ser um gene central para o desencadeamento dos efeitos teratogénicos da
nicotina. Ja existem relatos na literatura sobre mudancgas da expressao génica do
CREBBP em diferentes tecidos devido aos niveis de exposi¢do ou da via de
absorcao da nicotina (PORTUGAL et al., 2012; WALTERS et al., 2005). Ainda, a
analise de single-cell evidenciou uma inibigdo importante do ACTA2, quando
exposto a niveis expressivos de nicotina (HE, BIAOCHUAN et al., 2020). O
software GeneMania mostrou que o ACTAZ2 possui atividade de co-expressao
com o CREBBP (WARDE-FARLEY et al 2010). Sendo assim, é possivel que a
inibicdo do ACTAZ2 afete a expressdo do CREBBP, acarretando na redu¢ao ou na
inibicdo da sua atividade proteica e vice-e-versa. Ainda, foram observadas
interagdes génicas indiretas que interligam os genes CREBBP, MECP2 e TRPST1,
destacando os genes SMARCA2, SMARCE1 e SNAI1, SNAI2 como vias de
ligacdo importantes entre eles. A analise de single-cell também apontou a inibigao
significativa do GATA4 (gene extremamente importante para o desenvolvimento
cardiaco), o qual possui um dominio proteico compartilhado com o TRPS1, gene
deletado na nossa paciente (HE, BIAOCHUAN et al., 2020).

Sendo assim, a hipdtese levantada pelo nosso estudo é a de que a cadeia
de interagdo génica entre todos os genes mencionados ao longo do relato poderia
estar sendo negativamente influenciada pela inibicdGo do ACTA2. Ademais, a
nicotina por absor¢cao dérmica seria um fator externo causal da inibicao ou mal
funcionamento das vias de interacdo dos genes deletados, além de ser o
teratdbgeno responsavel pelas alteragdes patogénicas evidenciadas em nossa
paciente.

4. CONCLUSOES

Este relato traz uma possivel associacdo entre a CHDs e a exposicao a
nicotina parental. Ainda, ressaltamos a importdncia de ferramentas de
bioinformatica no auxilio a interpretacdo de resultados, na correlagdo entre
gendtipo-fendtipo e na elucidagdo da etiologia de malformagdes congénitas.
Como perspectiva futura, pretendemos realizar a analise por exoma desta
paciente para poder trazer mais informagdes sobre a relagdo que a nicotina pode
exercer nos genes evidenciados neste estudo.
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