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RESUMO

Sbruzzi, IC. Estudo de marcadores polimérficos da regido 7q11.23 para o
diagnostico da Sindrome de Williams-Beuren [Dissertacdo]. Sao Paulo: Faculdade
de Medicina, Universidade de S&o Paulo;2006. 83p.

INTRODUCAO: A Sindrome de Williams-Beuren (SWB) resulta de uma delecéo de
aproximadamente 1.5 Mb na regido 7q11.23. A haploinsuficiéncia ocasiona
alteracdes do desenvolvimento neurolégico assim como malformagBes em
multiplos sistemas.OBJETIVOS: Testar utilidade de marcadores polimérficos para
o diagnéstico da sindrome, determinar a proporcdo de pacientes com
microdele¢@o, comparar caracteristicas clinicas entre pacientes com e sem
microdelecdo e investigar origem parental. METODOS: Selecionamos 32
pacientes com avaliagao clinica para SWB atendidas no ICr. Critérios de incluséo:
presenca de dismorfismo craniofacial acompanhado ou ndo de alteragdes
cardiovasculares, comportamento caracteristico ou hiperacusia. Para a
genotipagem do trio - afetado, mée e pai, utilizamos os marcadores D7S1870, EIn
17/éxon18 e Hei. Andlise em gel de poliacrilamida a 7% com imagens
digitalizadas. RESULTADOS: Os marcadores D7S1870, Hei e EInl17/éxonl8
foram 78% informativos e 22% néo informativos. O marcador mais informativo foi o
D7S1870 69%, seguido do Hei 55% e ELN 17/éxonl8 em 43%. Houve
microdele¢cdo em 56% e auséncia em 22%. A origem parental da delecdo foi 9
materna e 8 paterna. As alteracdes craniofaciais e cardiovasculares nédo tiveram
diferencas estatisticamente significantes entre portadores e ndo portadores da
microdelecdo. O comportamento amigavel resultou numa diferenca estatistica
muito significante (p=0,006) onde 88% tinham e 28% n&o tinham microdelecéo. A
hiperacusia teve diferenca estatistica significante (p=0,020) presente em 55% dos
pacientes com microdelecdo. CONCLUSAO: Os dados obtidos demonstraram que
os marcadores utilizados sao Uteis no diagnostico da SWB e acessivel para
utilizacdo em servico publico.

Descritores: 1.SINDROME DE WILLIAMS/genética 2. SINDROME DE
WILLIAMS/etiologia  3.ELASTINA/genética 4. ELAST[NA/deficiéncia 5.
REPETICAO DE MICROSSATELITES 6.MARCADORES GENETICOS



SUMMARY

Sbruzzi, IC. Williams-Beuren syndrome: molecular diagnoses using polimorphic
markers to 7q11.23 region. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séao Paulo;83p

INTRODUCTION: Williams-Beuren syndrome (WBS) results of ~1.5 Mb commonly
deleted region chromosome 7g11.23 in 90-95% of all clinically typical cases. The
clinical manifestations can be variable and is a developmental disorder with
multisystem manifestations caused by haploinsufficiency for contiguous genes in
this region. OBJECTIVE: Polimorphic markers were tested to determine the
proportion of patients with and without microdeletion, to compare the clinical
features and to establish the parental origin of the deletion. METHODS: 32
probands with WBS ascertained according to well-established diagnostic criteria.
Genotyping using polimorphic markers D7S1870, EIn 17/éxonl18 and Hei was
performed on DNA from the patients and their available parents. RESULTS: The
three markers were informative in 78% and non informative in 22%. The best
marker was D7S1870 with 69%, followed by Hei in 55% and ELN 17/éxonl8 in
43%.The microdeletion was present in 56% and absent in 22%. Craniofacial and
cardiovascular alterations did not have significant statistical differences between
probands with or without microdeletion. Two following characteristics (friendly
personality and hyperacusia) were more frequent in the deleted group and these
differences were statistical significant (p=0,006 and 0,02 respectively).
CONCLUSIONS: Polimorphic markers used here demonstrated its viability and
utility for the confirmation diagnosis of SWB in a public service.

Descriptors: 1. WILLIAMS SYNDROME/genetics. 2. WILLIAMS
SYNDROME/etiology. 3. ELASTIN/genetics. 4. ELASTIN/deficiency. 5-
MICROSATELLITE REPEATS 6.GENETIC MARKERS.



INTRODUCAO



1- Introducéo

1.1 Consideracgdes histdricas

Williams et al., 1961 na Nova Zelandia, descreveram quatro pacientes
com caracteristicas peculiares, que ndo pertenciam a nenhuma das
sindromes até entdo descritas. Esses pacientes apresentavam estenose
supravalvar da aorta (EASV) associada a facies peculiar e deficiéncia mental
(DM). Posteriormente Beuren et al.,, 1962 na Alemanha, descreveram
também quatro pacientes com estenose da artéria pulmonar, facies tipico,
anomalias dentéarias, estrabismo e comportamento amigavel muito
semelhante ao descrito por Williams et al., em 1961.

Esse conjunto de alteragBes clinicas citadas por Williams e Beuren,
eram atribuidas anteriormente por diversos pesquisadores a hipercalcemia
idiopatica na lactancia (HIL), inclusive Fanconi et al., 1952, ja haviam
publicado casos de pacientes com essas caracteristicas atribuindo a HIL.

Atualmente essas altera¢des sao conferidas a sindrome de Williams-
Beuren (SWB), caracterizada pelo facies tipico, retardo mental com padréo
de comportamento caracteristico, anomalias cardiovasculares congénitas,
hipercalcemia infantil, hipertens&o arterial e acometimento de outros tecidos
e orgaos, como rins, olhos, aparelho digestivo e sistema musculo-

esquelético.



1.2. Incidéncia

A incidéncia da SWB ¢é estimada entre 1:14.000 a 1:25.000 nascidos
vivos, sendo que ndo ha preferéncia por sexo, cor ou regido geogréafica
(Bayés et al., 2003; Sugayama, 2001).

Na maioria dos casos a ocorréncia € esporadica; pois 0s genitores
sdo normais, embora raros casos familiais tenham sido descritos na

literatura (Morris et al., 1993).

1.3. Aspectos clinicos

1.3.1 Achados craniofaciais

A aparéncia facial é distinta nesta sindrome, geralmente apresenta
microcefalia, fronte alargada, nariz curto e arrebitado, narinas antevertidas,
ponte nasal baixa, filtro nasal longo, hipoplasia malar, micrognatia,
bochechas proeminentes, labios espessos, ma oclusdo dentéria, dentes
pequenos e espacgados, edema supra-orbitario, estrabismo, erros de

refracéo e padréo de iris estrelada (Ounap, et al.,1998; Donnai et al., 2000).

1.3.2 Achados oculares

O padréo de iris estrelado incide em 69-74% dos casos (Jones, Smith,

1975; Greenberg, Lewis, 1988), sendo a hipermetropia o erro de refracdo



mais comum e que normalmente € necessario o uso de lentes corretivas. O
estrabismo € comum em 50% dos portadores desta sindrome (Donnai et al.,
2000).

Os vasos retinianos podem exibir tortuosidades, sendo um achado
ocular frequiente, no trabalho de Sugayama, 2001, 8/19 (42%) dos pacientes
com SWB apresentaram esta alteracdo e 16/19 (84%) apresentaram

opacificacdes puntiformes do cristalino.

1.3.3 Achados cardiovasculares

Alteracbes cardiovasculares sdo detectadas em aproximadamente
65% a 80% dos pacientes e o defeito mais comum observado é a estenose
supravalvar da aorta—EASV, contudo, outras estenoses vasculares também
sdo responsaveis pela elevagdo da morbidade e mortalidade, podendo
observar-se morte subita nos casos de obstrucao do fluxo biventricular ou de
estenose da artéria coronaria, por isquemia miocardica. Entretanto 21% a
26% dos pacientes com SWB néo apresentam doencga cardiovascular (Dridi
et al., 1999, Wang et al., 1999b; Sadler et al., 2001.

Além das alteracBes cardiacas, a hipertensao arterial € um sintoma
comum nos grupos afetados e deve ser considerada muito mais como
manifestacdo de uma arteriopatia generalizada propriamente dita, do que

uma hipoperfuséo renal (Rose et al., 2001).



1.3.4 Achados gastrintestinais

Sintomas gastrintestinais estdo presentes em todas as idades, como
problemas recorrentes na infancia, de vémitos por refluxo gastro esofagico,
constipacao intestinal e prolapso retal. J4 na adolescéncia e na vida adulta,
a Ulcera péptica foi um achado mais freqientemente observado (Morris et

al., 1988).

1.3.5 Achados renais e urinarios

Conforme revisao bibliogréafica, os portadores da SWB apresentaram
uma média de 18% de anomalias renais entre estruturais e funcionais (Borg
et al.,1995; Kotzot et al.,1995; Brewer et al.,, 1996., Elcioglu et al., 1998;
Sugayama,2001).

As seguintes alteracdes ja foram relatadas:

a) estruturais — hipoplasia da aorta toracica, agenesia ou hipoplasia
renal, estenose da artéria renal e estreitamento da aorta suprarenal, ectopia,
rim em ferradura, hidronefrose e duplicidade pielocalicial,

b) funcionais: proteinuria, refluxo vesico-ureteral e disfungfes vesicais
(Pober et al., 1993; Rose et al., 2001).

A nefrocalcinose, também descrita nos portadores dessa sindrome,
ndo foi relatada em afetados com niveis normais de calcemia (Coté et

al.,1989).



Na idade adulta muitos apresentam uma bexiga urinaria espessa e
pouco elastica resultando numa sintomatologia miccional (Antonell et
al.,2006).

Sammour em 2003, estudou distlrbios miccionais dos 28 pacientes
com SWB encaminhados do ambulatério de Genética do Instituto da Crianca
(ICr). Os exames urodinamicos estavam alterados na maioria dos pacientes
(83%) e correlacionados aos sintomas do aumento da freqiéncia miccional e
perdas urinarias diurnas e noturnas. Quanto as anormalidades estruturais do
aparelho urinario estavam presentes em 16/28 (57%) dos pacientes, sendo

os diverticulos vesicais, o achado mais comum.

1.3.6 Achados musculo-esqueléticos

A presenca de hérnias € comum ao nascimento, principalmente
inguinais tornando-se necessario a intervenc¢do cirdrgica ja no primeiro ano
de vida. Problemas ortopédicos séo relativamente comuns, observando-se
cifose, lordose, escoliose, contratura articulares e sinostose radio-ulnar.
(Pankau et al., 2001; Donnai et al., 2000; Ounap et al.,1998). Pode haver
uma hiper-elasticidade articular associada a uma discreta hipotonia de
origem parcialmente miopética e em alguns casos ocorrem contracturas

articulares, e curvaturas espinhais importantes (Antonell et al.,2006).



1.3.7 Alteragdes do crescimento e puberdade

O peso e estatura ao hascimento, em geral, estdo abaixo da média e
a hipotonia € um dado freqlente. O crescimento pés-natal é lento,
principalmente na primeira infancia e durante a puberdade (Antonell et
al.,2006). Alguns autores consideram a deficiéncia de crescimento como o
maior critério diagndstico para esta sindrome, embora o crescimento néo
tenha sido sistematicamente analisado num numero satisfatorio de
pacientes. Partsch et al., 1999 estudaram sobre crescimento nos portadores
da SWB e a média encontrada no homem adulto foi de 165.2 +/- 10.9cm e
152.4 +/- 5.7cm nas mulheres, também relataram que a obesidade pode
surgir na vida adulta.

Ha relatos da ocorréncia de uma puberdade precoce, embora a
patogénese idiopéatica central ainda ndo seja muito conhecida. Tudo indica
que fatores genéticos estdo envolvidos, podendo também resultar na

reducéo do tempo de vida do portador da SWB.

1.3. 8 Hipercalcemia

A hipercalcemia transitéria pode ser reconhecida precocemente nos
primeiros anos de vida dos pacientes com SWB em apenas na minoria dos
casos, pela dificuldade desses portadores serem diagnosticados por exames

laboratoriais durante esse periodo transitério.



Durante esse periodo os sintomas observados sdo vémitos,
irritabilidade e constipacdo, com pico de hipercalcemia entre os cinco e oito
meses de idade, tendendo a desaparecer no primeiro ano de vida. Um
manejo dietético adequado evitando a administracdo de preparacbes
contendo vitamina D, costuma ser eficaz (Donnai et al., 2000).

Embora a hipercalcemia seja uma patologia comum na infancia,
Cherniske et al., 2004 realizaram um estudo em 20 individuos adultos com
idade acima de 30 anos portadores da SWB, relataram um paciente com
hipercalcemia, demonstrando desta forma, que este sintoma n&o é restrito

da infancia.

1.3.9 Achados neurolégicos

Estudos com neuroimagens sdo amplamente utilizados para tentar
elucidar a compreenséo do perfil cognitivo dos portadores da sindrome. Na
SWB o cérebro é significantemente menor devido a diminuicdo da massa
branca subcortical com aumento das pregas corticais e uma reducdo do
volume da massa cinzenta nos sulcos parieto-occiptal. Esses achados
neurolégicos parecem ser responsaveis pelo déficit visuo-espacial nos
portadores. O cerebelo é alargado comparado ao pequeno cerebelo, mas a
estrutura limbica do lobo temporal incluindo a amigdala e girus Heschl’s no
cortex auditério primario sao preservados (Toga et al.,2006).

A funcéo cerebral € modular com a existéncia de um funcionamento

independente, naturalmente conhecido por médulos especificos, e suporta a



teoria que o aspecto cognitivo dos portadores da SWB, seja decorrente
deste padréo fracionado. Outros estudos sugerem um modelo de
desenvolvimento que ocorra normalmente desde as fases iniciais da vida e
va se especializando, porém algumas regibes permanecam intactas. Isto
sugere que por apresentarem uma trajetéria diferente no desenvolvimento
cerebral, os portadores da SWB apresentem uma melhor expressdo da
linguagem quando comparado a outras sindromes (Tassabejhi et al, 2003;
Boddaert et al.,2005).

O atraso do desenvolvimento neuropsicomotor torna-se evidente no
primeiro ano de vida. A deficiéncia mental (DM) é classificada entre leve a
moderada, cujo coeficiente de inteligéncia varia de 51 a 70, resultando em
maior dificuldade quanto ao: raciocinio logico, resolucao de problemas,
aspectos cognitivos e aritméticos (Tassabejhi et al, 2003).

A habilidade motora mostra-se insatisfatéria e a percepcao visuo-
espacial diminuida, provavelmente, pelo desenvolvimento anormal do cortex
occipitoparietal (Wu et al., 1998, Bellugi et al., 1999; Donnai et al., 2000;
Atkinson et al., 2001). Esse déficit visuo-espacial descrito nos paciente com
SWB pode estar relacionado as anormalidades neuronais e a fungéo visuo-
espacial envolva principalmente o hemisfério direito enquanto o esquerdo

envolva o reconhecimento visual de objetos (Tassabejhi et al, 2003).
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1.3.9.1 - Comportamento caracteristico

Durante o desenvolvimento das criancas com SWB sdo observadas
caracteristicas comportamentais e cognitivas complexas. A expressao
facial, a linguagem, sociabilidade e sua interacdo com a musica s&o bastante
singulares. Apresentam hiperacusia, atraso motor, de linguagem e de
cognicdo, principalmente na capacidade visuo-espacial, porém sua
habilidade no relacionamento e comunicacdo € extremamente preservada
(Jones, Smith,1975; Pankau et al.,2001; Tassabehiji et al., 2003).

Esses portadores frequentemente sofrem de ansiedade com diversos
tipos de obsessdes, angustias, medos e também sao hiperativos, resultando
numa freqiiéncia muito maior de problemas emocionais do que os individuos
normais (Blomberg et al., 2005).

Apesar de todas essas alteracdes a hipersociabilidade caracteriza o
comportamento tipico na maioria dos portadores da SWB, que embora
sejam amigaveis na maioria dos casos, podem apresentar episodios de
agressividade dependendo do nivel da deficiéncia mental (DM).

Esse conjunto de caracteristicas comportamentais, em alguns casos,
necessita de uma intervencdo psicoterapéutica e farmacoldgica para
melhorar a qualidade de vida do portador e no ambito familiar (Antonell et
al.,2006).

Dykens et al., 2003 estudaram o medo num grupo de 120 portadores
da SWB e concluiram que 35% apresentavam critérios para um diagndstico

especifico de fobias em comparacao a 1-2% no grupo com retardo mental de
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causas heterogéneas. Neste estudo também foi concluido que esses medos
aumentam com a idade e sdo mais freqientes nos individuos do sexo

feminino.

1.3.10 — Hiperacusia

Uma caracteristica importante na SWB é a hiperacusia, essa
hipersensibilidade aos sons que alguns pacientes manifestam e que vem
acompanhada a uma forte atragdo pela musica. Algumas pesquisas vem
sendo realizadas relacionando esta caracteristica com outros aspectos
comportamentais da SWB.

Dykens et al., 2005 relataram a importancia em explorar possiveis
conexfes entre as diferentes caracteristicas dos pacientes com SWB
(ansiedade, obsessdes, angustias, medos e hiperatividade). Uma das
hipéteses proposta neste trabalho é que a ansiedade e o medo,
especialmente o medo relacionado a barulhos, possa estar associado com a
alta prevaléncia de hiperacusia nos portadores da SWB; outra hipétese seria
trabalhar com a musicalidade; que é um aspecto aflorado nesses pacientes,
como um fator protetor e preventivo da ansiedade.

Conforme Anari et al.,1999 ha dois tipos de hiperacusia: sensibilidade
ao som ou a barulhos com volumes altos/fortes ou apenas a sons e barulhos
especificos sem relacdo ao volume ser elevado/forte.

Os portadores da SWB que apresentam hiperacusia normalmente tém

uma resposta emocional (atragdo ou aversdo) intensificada e imediata a
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determinados sons. Sabe-se que ha uma conexdo entre a sensibilidade aos
sons com os diversos tipos de desordens psiquiatricas. Estudos
neuroanatdémico, estrutural e funcional demonstram diferengas significativas
no processamento neuronal para muasicas e barulhos, com ativacao reduzida
em regifes que amparam o0 processamento desses sons (lobo temporal) e
com aumento da ativagdo do cerebelo e amigdala resultando na
hipersensibilidade aos sons caracteristico nos portadores. Pesquisas
relatam que o processamento dos sons no cérebro de portadores de SWB
ocorrem por um sistema neural diferente, o qual poderia explicar sua reacéo
atipica ao som (Tassabehji et al.,2003).

Cerca de 85% a 95% dos portadores da SWB apresentam uma
hipersensibilidade a determinados sons, que tende a melhorar com a idade,
contudo, a audiometria costuma ser normal. A hiperacusia € um fendmeno
gue nédo esta associada a nenhum dano do ouvido interno, mas a ocorréncia
de otite média na infancia é frequiente. Na populacdo normal, € um evento
raro, mas nos portadores da sindrome estd quase sempre presente (Donnai
et al., 2000; Borsel et al 1997).

Klein et al.,, 1990 realizaram um estudo da hiperacusia quanto a
prevaléncia, a natureza e correlagdo com a otite média. Neste estudo um
grupo de 65 portadores da SWB entre 1 e 28 anos de idade nos Estados

Unidos, obteve uma prevaléncia de 95% de hiperacusia e 61% otites média.
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1.4- Sistema de pontuacdo para o diagnéstico da SWB

O primeiro sistema de pontuacdo descrito na literatura para SWB, foi
elaborado por Preus em 1984, que reuniu 50 caracteristicas clinicas, entre
elas analises dermatoglificas (Mari et al.,1995).

Um outro sistema de pontuacéo foi proposto por Lowery et al.,1995
gue estudavam 110 afetados pela SWB com diagndéstico confirmado pelo
método de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH) e 4 casos sem a
delecédo (Tabela 1). Das caracteristicas fenotipicas analisadas na casuistica,
considera-se SWB quando tiver um resultado maior ou igual a quatro
podendo atingir até 10 pontos. Os casos duvidosos para SWB, séo aqueles
gue estao entre zero a trés pontos.

Os resultados quanto ao facies tipico, esteve presente em 100%,
atraso de DNPM e retardo mental 88%, EASV 48%, cardiopatia que nédo a
EASV 51%, hérnia inguinal 33% , e hipercalcemia 18%. Nos pacientes que
ndo apresentavam a microdelecdo 4 apresentavam facies tipico, 3 com
atraso de DNPM e retardo mental, 3 com cardiopatia que ndo a EASV, 1

com hérnia inguinal e 2 com hipercalcemia.

Tabela 1 — Sistema de pontuacéo de Lowery et al 1995

Caracteristicas Fenotipicas Pontos
Facies tipico

Atraso DNPM/ retardo mental
EASV

Cardiopatia (que ndo EASV)
Hérnia Inguinal
Hipercalcemia

Total

BPINRRNRP W
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O comité de genética da Academia Americana de Pediatria elaborou
uma pontuacao para criancas com SWB, onde atribuiam 1 ponto para cada
uma das 7 caracteristicas clinico-laboratoriais; entre elas, dismorfismos
craniofaciais, EASV, outros problemas cardiacos, crescimento,
comportamento, alteragéo do tecido conjuntivo e hipercalcemia.

A obtencdo de uma pontuacéo inferior a 3 € pouco provavel de ser

SWB, quando maior que 3 seria indicativo de realizar FISH (AAP, 2002).

1.5- Aspectos Genéticos

Na maioria dos casos 99%, a ocorréncia € esporadica ocasionada por
mutagdes novas, classificadas como dele¢des de novo na regido 79q11.23 e
o risco de recorréncia é menor que 5%.

Em raros casos familiais o padrdo de heranca estabelecido foi o
autossdémico dominante com expressividade variavel, correspondendo a um
risco de recorréncia de 50%. A primeira descri¢cdo clinicamente confirmada
por este padrdo de heranca, foi realizada por Morris et al.,1993 que
descreveram trés familias. Um caso o filho herdou a sindrome de seu pai e
0S outros dois casos a sindrome foi passada da mée para as filhas. Varios
estudos posteriores mostraram que dele¢bes herdadas de cromossomos
maternos e paternos ocorrem com igual freqiéncia ndo havendo relacdo
com a idade dos genitores (Sadler et al., 1993, Franke et al., 1999; Peoples
et al, 2000; Kirchoff et al., 2001; Sugayama 2001; Bayés et al.,2003;

Hamoshi et al., 2005).
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1.5.1 - Aspectos cromossOmicos

A analise cromossdmica realizada pela citogenética classica com o
bandamento G (Giemsa) é uma ferramenta muito (til para pesquisas de
alteracdes que possam envolver 0s cromossomos, porém o nivel de
resolugdo desta técnica, é de 400 - 500 bandas conseguindo visualizar
delecdes da ordem de 5 -10 Mb. Com o uso de técnicas de cultura para
pesquisar as células na prometafase a resolugdo aumenta para 650 - 850
bandas chegando a visualizar delec¢tes entre 2 - 5 Mb.

No caso da SWB, a microdelecdo na regido 7q11.23 esta abaixo de
2Mb, portanto esta microdelecéo nédo pode ser detectada pelo bandamento
G e nem pelo bandamento de alta resolugéo, pois segundo Shaffer, 1995, a
microdelecdo é definida como uma delecdo de tamanho igual ou inferior ao
nivel de resolugcdo do microscopio Optico de luz, sendo necesséario a
utilizagdo de métodos moleculares.

AlteragBes cromossOmicas, ainda que néo relacionadas com a causa
da SWB, ja foram relatadas na literatura em pacientes que apresentavam o
fenétipo desta sindrome. Assim Menko e Stouthart (1992) relataram um caso
com translocagcdo envolvendo os cromossomos 13 e 18 e Jefferson et
al.,1986 descreveram a ocorréncia de uma dele¢&o terminal do brago longo
do cromossomo 4, em uma menina com suspeita da SWB, cujo cariétipo de
seus pais mostrou-se normal tratando-se, portanto, de um evento de novo.

Tupler et al.,1992, também descreveram a presenc¢a de um rearranjo

cromossdmico de novo em uma menina com dismorfismos craniofaciais
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bastante sugestivos de SWB, deficiéncia mental grave e tetralogia de Fallot.
O carittipo desta paciente apresentou 4 cromossomos derivativos (1,2,4 e
11) e monossomia da regido 4933-g35.1.

A SWB por ser uma doengca vascular progressiva com
comprometimento progressivo renal e demais 6rgaos como SNC, coragéo e
pulm&o deve ser diagnosticada o mais cedo possivel, resultando desta forma
em indica¢cBes e intervencdes cirargicas; quando necessario, objetivando
melhora na qualidade de vida destes pacientes.

Embora os portadores da SWB apresentem um perfil fenotipico
bastante caracteristico, o diagnéstico de certeza s6 é possivel com a
realizacdo de testes moleculares apropriados (Meng et al.,, 1998a;
Calamandrei et al., 2000; Peoples et al., 2000; Sadler et al., 2001). Pois as
microdelecdes sdo detectadas apenas por métodos moleculares com base
na reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou na hibridacdo in situ por
fluorescéncia (FISH) (Shaffer, 1995). Em torno de 2 a 10% dos casos de
pacientes com fendtipo caracteristico para SWB podem ndo apresentar a
microdelecdo no lécus do gene da elastina tanto pelos métodos de FISH

guanto pelos demais métodos moleculares (Kotzot et al.,1995).

Citogenética molecular - FISH

Com os avancos tecnolégicos e moleculares a partir da década de 80,

a citogenética classica ampliou sua capacidade de resolugdo com para

diagnésticos como a hibridizag&o in situ por fluorescéncia (FISH) capaz
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detectar delec¢Bes inferiores a 5Mb. Na SWB o FISH é considerado o método
de certeza para o diagndstico, entretanto, apresenta um custo muito elevado
assim como a necessidade de profissionais devidamente treinados para
trabalhar com cultura celular e leitura de laminas em citogenética o que
dificulta sua utilizag&o na rotina laboratorial em hospitais publicos.

Para a realizagédo da técnica de FISH, a obtencdo de uma metafase
(ou nucleo interfasico) de boa qualidade em lamina faz-se necessério. Nesta
lamina o DNA sera desnaturado e em seguida ocorrera a hibridacdo com a
sonda, que contém a sequéncia de DNA do gene da elastina marcado com
fluorocromo. Este se ligar4d especificamente a regido cromossdmica de
interesse demonstrando a presenca ou auséncia da microdelecao. A analise
sera em microscopio préprio para leitura de amostras com material
fluorescente.

Sugayama em 2001, testou FISH em 20 pacientes da unidade de
Genética do ICr e obteve 17(85%) com microdelecéo, resultado semelhante

aos outros autores Borg et al (1995) e Elgioglu et al. (1998).

1.5.2 Aspectos Moleculares

A microdelecdo na regido 79q11.23 responsavel pela SWB, apresenta

um tamanho que pode variar de 1 a 2 megabases (Mb) envolvendo mais de

20 genes, sendo considerada portanto uma sindrome de genes contiguos
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(Tabela 2) (Botta et al., 1999; Bayés et al., 2003, Hamoshi et al., 2005, Heller
et al., 2005).

Um dos genes envolvidos é a elastina e sua haploinsuficiéncia pode
ser responsavel pelas caracteristicas faciais e problemas cardiovasculares
nos portadores da SWB (Baumer et al., 1998).

Fazio et al.,1991 estudando a elastina determinaram sua localizacdo
no braco longo do cromossomo 7. Devido ao fato dos portadores da SWB
apresentarem varias alteragées que implicam o funcionamento da elastina,
como: timbre de voz, problemas cardiovasculares como EAP e EASV, ha
muitos estudos em busca de uma correlagao genétipo/fendtipo.

Portadores da SWB podem apresentar disrupgles, delecbes ou
mutacdes na elastina ocasionando um defeito vascular da estenose
supravalvar da aorta (EASV). Esta estenose vascular também pode ocorrer
em outras localizagBes da aorta: toracica e abdominal, renais, coronarias,
assim como nas artérias cerebrais (Lu et al.,1998; Soper et al.,1995; Zalstein
et al., 1991; Osborne et al., 1996).

Com excecédo da patologia vascular resultante da hemizigosidade do
gene da elastina (ELN) e possivelmente dos diverticulos intestinais e na
vesicula, as demais caracteristicas e outros problemas no tecido conectivo
da SWB ainda ndo sao atribuidos a genes especificos (Botta et al., 1999;
Cairo et al.,2001; Donnai et al., 2000; Peoples et al., 2000).

O gene LIM-Kinase 1 (LIMK1) é um outro gene envolvido na
microdelecdo, e € altamente expresso e essencial no desenvolvimento do

cérebro. Alguns pesquisadores acreditam que sua auséncia seja
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responsavel pela diminuicdo da integracdo visuo-espacial e pelo perfil
cognitivo caracteristico da SWB, no entanto, outros autores discordam
desses dados (Botta et al.,1999; Wang et al.,199; Peoples et al., 2000; Doll
et al., 2001, Somerville et al.,, 2005). A identificacdo do LIMK2 exibe um
padrao de expressao diferente do LIMK1, sugerindo que nesta subfamilia de
proteina kinase, cada membro tenha uma fungéo especifica e distinta tanto
celular quanto tecidual.

Demais genes envolvidos na regido 79q11.23, constam na tabela 3:

Tabela 3 - Genes deletados na SWB,com o produto protéico e a possivel

funcéo.
Gene Produto proteico Possivel fungdo
NOL1R/WBSCR20 NOL 1 related Homologia com a proteina nuclear
proliferadora P120
TRIM50/WBSCR2 Tripartite motif protein 50 Fosfoproteina nuclear com dedos de
3 zinco Implicada em ubicuitinizagéo
FKBP6 FK-506 ligagdo com proteina 6 Membro da familia das imunofilinas.

Pode ter um papel na fertilidade
masculina e pareamento dos
cromossomos homélogos na meiose

FZD9 Frizzled 9 proteina atua como receptor para Wnt
sinalizacdo de proteinas, pode estar
envolvida na polaridade tecidual e
desenvolvimento

BAZ1B/WBSCR9/ Drosophila Acf 1 homologa pode ser um fator ativador transcricional
WSTF
BCL7B B-cellimfoma 7B Autoantigeno relacionado com IgE e em

dermatites atopicas




Tabela 3: continuacdo
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TBL2/WS-3 TRP

Tranducina 3-like 2

Membro da familia da B-tranducinas,
funcdo desconhecida Pode ter um
papel no sinal de transducao

WBSCR14/WS- Proteina basica helix-loop- Repressor transcricional que interage
bHLH helix,se une ao elemento da com o Mix, pode ter um papel na
resposta a carboidratos proliferacdo e ou diferenciacéo celular
WBSCR24 Proteina anteriormente citada Homologia com a proteina modifier
rudmentary (Mod(c))(Drosophila
melonogaster
WBSCR18 proteina que apresenta um Unido de proteinas por choque térmico -
dominio DNAJ que envolve estrutura tridimensional
uma proteina truncada
WBSCR22 Possivel metiltransferases Metiltransferase HUSSY-03. Pode estar
envovido na metilagdo do DNA
STX1A Syntaxin 1A Proteina de membrana pré-sinaptica,
com transporte intracelular e liberacdo
de neurotransmissores
WBSCR21 Abhydrolase domain contendo Actividad hidrolase

11 isoformas 5

CLDN3 e CLDN4

Membros da familia Claudin.
Receptores de enteroxinas do
Clostridium perfringens

Parte das estruturas que firmam as
juncdes/barreiras paracelulares nos
tecidos epiteliais

WBSCR27 Possivel metiltransferase UbIiE/COQ5 familia da metiltransferase

WBSCR28 Proteina anteriormente citada  Funcgdo desconhecida

ELN elastina Principal componente das fibras

elasticas na matrix extracelular

E1F4H — Fator de iniciacdo eucaridtica Regulador positivo da iniciagdo da

WBSCR1 elF4H transducao

WBSCR5/LAB Linker para ativacdo das Ativacdo das células B
células B isoformas 2

RFC2 Subunidade 2 do fator de Extensdo do DNA durante a replicacdo
replicacdo C

CLYN2 Ligador de proteina - CLIP115 Unido de estruturas do citoesqueleto
citoplasmatica neural através de microtubulos

WBSCR 23 Proteina hipotética LOC80113 Func¢édo desconhecida

GTF2IRD1/WBSC
R11/GT3

GTF2l-related domain 1

Regulador  transcricional,
ligadora de enhacer

proteina

GTF2I TFII-I/BAP135/SPIN Fator iniciador da transcricdobasal e
ativacéo
NCF1 Fator neutrofilico cistélico 1, Subunidade da oxidase NADPH
p47-phox fagocitica. Atividade antimicrobial
GTF2IRD2 GTF2I relacionado ao dominio Pode ser um fator regulador de

2

transcricao

Tabela modificada (Antonell et al., 2006, Donnai et al., 2000; Tassabejhi et al.,2003).
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Figura 1- Mapa com os genes da regido 7q11.23 que se perdem na
delecéo causando a sindrome de Williams e a relag@o das caracteristicas
mais relevantes do fendtipo. As setas continuas indicam efeitos

claramente confirmados, enquanto que as setas descontinuas indicam
efeitos provaveis (Antonel et al.,2006).

Low copy repeats — LCR

Rearranjos cromossémicos estruturais como as dele¢fes recorrentes,
duplicacbes e inversdes ocorrem principalmente por recombinacdo néo
homéloga mediada por pequenas copias repetidas (LCRs — low copy
repeats), enquanto translocagdes recorrentes que podem causar SWB estdo
envolvidas em repeticBes ricas A-T, sitios frageis e repeticdes especificas
Alu (Portera et al.,2006).

As técnicas de sequenciamento em larga escala da regido com todos

0s genes envolvidos na microdelecdo da regido 7ql11.23, demonstram a

GTF2IRD2

‘--oo""‘.'
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disposicdo dos LCRs como segmentos duplicados ou pequenas cOpias de
elementos repetidos (figura 2), dispostos em  trés amplas regides
especificas diferenciadas, chamadas “A”,"B” e “C” (centromérico, medial e

telomérico) que flanqueiam a regido comum da delecdo (Bayés et al.,2003).

BASTR1 (D75653)

BSTR1c
BSTR2c

SSNCA
—BASTR1 (D75489Ct)

—BBSTR2m
A SSNCA

Y

> BASTRI (D7s489A)
—DS72490

—p731816
> 751870
Nps72518

. wfBBSTRIm

—CR16T

\\_ELN

\\_BASTRl (D754898)

(@]

TEL

m
zZ

A

(]

4
r
;—H SBO55XES

0

100kb

>BCB >A > < Bt

1.55 Mb WBS delecio
o CEN Cc " AC

< At < Cl TEL

1.84 Mb WBS delecio
o CEN Cc > Ac A > 4 Bt 4 At 4 Cl TEL

Figura 2: Representacdo esquematica da regido 79g11.23 em um
cromossomo normal (N) e cromossomo deletado para SWB. Os blocos A,B
e C centromérico (c), medial (m) e telomérico (t). Os LCR séo representados
em setas pretas que indicam sua orientagdo relativa. A regido de cépia Unica
entre os LCR e externamente a eles estédo representados em linhas cinza. O
limite da regi&o comum da dele¢éo esta entre 1.55-Mb e 1.84-Mb encontrada
nos pacientes com SWB e indicadas por linhas pontilhadas (Bayés et
al.,2003)

Os blocos de LCRs centroméricos e medial estdo na mesma
orientacdo apesar de apresentar uma ordem diferente, enquanto o terceiro
segmento duplicado fica mais telomérico, com a mesma ordem que o LCR

centromérico mas em orientacao oposta. O bloco B contém trés genes na

posicio medial (Bm) (GTF2l [MIM 601674] NCF1 [MIM 233700] e
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GTF2IRD2) e o pseudogene putativo centromérico correspondente (Bc)
(GTF2IP1, NCF1P1 e GTF2IRd2P1) e o bloco telomérico (Bt) (GTF2IP2,
NCF1P2, e GTF2IRD2P2). Essas regibes LCRs pesquisadas quando ha
delecéo para SWB séo consideradas como um prot6tipo de doencga genética
causada por recombina¢cfes anormais entre os homologos nessas regides

especificas que contribuem para uma instabilidade gendmica.

1.5.2.1 Marcadores de microssatélites

Esses marcadores tem sido ferramenta importante no diagnéstico da
SWB, pois além de apresentar um custo inferior ao método de FISH, ndo
precisam de citogeneticistas devidamente treinados no preparo de culturas
celulares assim como, leitura de laminas.

Varios autores (Tabela 4) descreveram o uso de marcadores
microssatélites (sequéncias curtas em tandem) de DNA para melhor
entender o mecanismo da delecdo na SWB. Para a utilizacdo desta
metodologia, é necessario a inclusdo dos pais biolégicos do afetado, assim

como a escolha de marcadores polimarficos informativos.
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Tabela 4 - Marcadores polimérficos mais utilizados

Autor (ano) Marcadores polimarficos

Somerville et al..2005 D7S1870, D7S653, D7S672, D7S2476, D7S3194, D7S2455

Bayés et al., 2003 D7S1870, D75489, D7S653, D7S672, D7S1816, D752518

Botta et al., 1999 D7S1870, D7S489B

Montserrat et al.,1999 D7S1870, D7S653, D7S672, D7S489B, D7S2476,
D7S489A

Perez-Jurado et al.,1998 D7S1870, D75489

Urbéan et al.,1997 HEI1.3S e Heil.4A

Urban et al., 1996 ELNi18, HEI1.3S e Heil.4A

Baumer et al.(1998) utilizando marcadores altamente informativos,
conseguiu demonstrar um crossing over desigual, evidenciando portanto, um
rearranjo intersticial entre os cromossomos em 67% dos casos, 0 que
explica, segundo os autores, o numero elevado de dele¢cdes de novo nesta
sindrome. Dessa forma, os marcadores polimérficos sdo capazes de
detectar o polimorfismo que segrega juntamente com a regido deletada, em
uma frequiéncia expressiva de portadores de SWB.

Os marcadores utilizados no presente trabalho foram: D7S1870,
ELN17/éxonl18 e HEI, sendo os dois Ultimos intragénicos da elastina (Figura

3).
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HEI e ELN17/éxon18
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Figura 3- Regido 7911.23 comumente deletada na SWB modificada de
Antonell et al,2006 e Heller et al.,2005.

1.5.3 O gene da elastina

Dos genes envolvidos na microdelecao 7q11.23, a elastina € muito (til
para estudo, pois encontra-se exatamente no meio, entre os dois pontos de
quebra.

Ewart et al., 1993 estudando duas familias com EASV mapearam o
cromossomo 7 usando o estudo de ligacdo sugerindo a elastina como gene
candidato. No mesmo ano Morris et al. estudaram uma familia na qual a
EASV  segregava junto com uma translocacdo  equilibrada
t(6;7)(p21.2;,911.23) em 4 geragdes de afetados. Este estudo mostrou que a
EASV é resultado de uma mutagdo no gene da elastina que esta na regido
7011.23, exatamente no meio, entre os dois pontos de quebra da
microdelecdo. Uma disrupcdo do gene da elastina (ELN) incapacita as
artérias quanto a elasticidade resultando em uma desorganizagéo das fibras
elasticas e espessamento do musculo liso causando uma obstrugdo vascular

(Ashkenas 1996; Smoot,1995).
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Este gene, com aproximadamente 41.500 pb apresenta uma
proporcado de introns relativamente mais alta quando comparada aos éxons
(19/1). Nos introns do gene da elastina a porgcdo carboxila apresenta
inmeras seqléncias repetitivas Alu - pseudogenes, o que pode ocasionar
as mutacdes nesta regido. Estas mutagbes podem resultar nas alteragbes
vasculares como a EASV que é comum na SWB. Nesta sindrome ha
delecdo de uma coépia completa do gene da elastina, enquanto nos casos
nado sindrobmicos a EASV seja decorrente de mutacbes de ponto,
translocacgdes e delecéo total do gene.

Ha relatos da ocorréncia de 41 mutacBes de ponto no gene ELN,
incluindo splicing do sitio de mutagdo, frameshift, nonsense e missense,
embora os eventos detalhados dessas mutagbes com a ocorréncia da EASV
ainda néo esteja claramente definida (Rodriguez-Revenga et al., 2005).

A recombinagdo mediada pela sequéncia Alu pode estar associada
aos varios polimorfismos existentes neste gene na populagdo humana

(Smoot 1995, Robinson et al., 1996).

1.5.3 -1 Marcadores de microssatélite HEl e ELN17/éxon

Os marcadores HEI e ELN 17/éxonl18 séo intragénicos da elastina,

localizando-se nos introns 1 e 17 respectivamente.
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1.5.4. Marcador microssatélite D7S1870

E um marcador localizado proximo ao gene da elastina, posicionado
no sentido telomérico (Fig 1). A informatividade deste marcador foi de 75%
no trabalho de Dussardier et al.,, 1995 e de 87% no trabalho descrito por

Urban et al 1997.

1.5.5 Mecanismos da origem da microdelecéo

O mecanismo mutacional tipico parece ser decorrente de uma
recombinacdo desigual na meiose. Amplas repeticbes contendo genes e
pseudogenes flanqueiam os pontos de quebras da dele¢céo e acredita-se que
a recombinacdo dos cromossomos homélogos entre essas regides
duplicadas (com amplas repeticdes altamente conservadas - LCRs) seja a
causa provavel da elevada incidéncia das dele¢cdes de novo observadas na
sindrome (Donnai et al., 2000).

A recombinacdo ndo alélica na regido dos LCRs entre os
cromossomos homélogos 7- intercromossomal, representa 2/3 das dele¢bes
e a recombinacao intracromossomal em 1/3 dos casos (Bayés et al., 2003).
A ocorréncia desses rearranjos na regido 7ql11.23 foram relatados por
Osborne et al., 2001 em alguns dos genitores que transmitiram a SWB.

Teoricamente a duplicacdo deveria ocorrer na mesma freqiéncia da
delecdo que ocorre por recombinacao nao homéloga entre 0s cromossomaos
7. Entretanto tal duplicagdo ainda ndo foi muito descrita, mesmo tendo

havido muitas oportunidades de observar rearranjos em pacientes com SWB
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estudados que ndo apresentavam delegdo. Essas duplicacdes que néo
foram encontradas nesses pacientes sugerem que o efeito da duplicacdo do
I6cus da SWB ou é letal ou ndo tem consequiéncia observavel. Os casos que
apresentam uma duplicagdo exata da regido 7g11.23 possuem um atraso
significativo e expressivo da linguagem, uma caracteristica que normalmente

nao comum nos portadores da SWB (Somerville et al.,2005).

1.6 - Investigacéo da origem parental

Conforme a literatura, diversos trabalhos foram realizados no sentido
de esclarecer se ha uma preferéncia da ocorréncia de delecdo materna ou
paterna e com isso analisar relacdo gendtipo/ fenétipo quanto as
caracteristicas presentes. Mari et al., 1995 quanto a origem parental da
microdelecéo, relataram 53% de origem materna e 47% de origem paterna.

Wang et al.,1999 relataram numa casuistica de 65 portadores da
SWB, que 58% apresentavam uma delecdo de origem materna e 42% de
origem paterna, sem significancia estatistica entre a origem da delecdo, com
apenas uma forte tendéncia para a delecdo materna.

Relatos demonstram a existéncia de rearranjos genémicos na regido
7011.23 em um dos genitores, 0 que pode resultar na SWB em seus
descendentes. Esses rearranjos analisados pelo método de FISH — interfase
revelam aproximadamente que 33% dos genitores sdo heterozigotos para
uma inverséo paracéntrica na regido envolvida de aproximadamente 1.5 Mb
da SWB, ocasionado por um pareamento cromossdmico desigual na préfase

da meiose I, predispondo a delecdo para SWB (Osborne et al.,2001).
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2. OBJETIVOS

Testar a utilidade de marcadores polimérficos para a regido 7q11.23
no diagnéstico da SWB;
1. Determinar a proporgéo de pacientes com a microdelecéo e investigar
a origem parental da microdelecéo.
2. Comparar as caracteristicas clinicas entre o0s pacientes com

microdelecdo e sem microdelegéo.
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3. METODOS

3.1 Casuistica

Foram selecionados 32 pacientes atendidos na Unidade de Genética
Clinica do Instituto da Crianca (ICr) da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (HC-FMUSP). Trata-se de um estudo retro e
prospectivo e o projeto obteve a aprovacdo pela Comissdo de Etica para a
Andlise de Projetos de Pesquisa CAPPesq sob protocolo de pesquisa n°
1080/02.

O critério de inclusdo foi a presenca de dismorfismo craniofacial
caracteristico de SWB, associado a uma das altera¢des: cardiovasculares,
comportamento caracteristico ou hiperacusia.

Os dados clinicos e laboratoriais foram obtidos pelo protocolo (Anexo
1) e a concordancia na participacao da pesquisa, por pais ou responsaveis
pelos afetados foi expressa conforme o termo de consentimento utilizado na

unidade de genética do ICr .

3.2 Estudo Molecular

O estudo molecular com a utilizagdo de marcadores de
microssatélites para a regido 7q11.23 foi realizado no Laboratorio de
Biologia Molecular do Instituto do Coragéo — InCor, sob a superviséo do Dr

Alexandre da Costa Pereira.
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3.2.1 Extrac&o do DNA a partir de sangue total (Miller et al.,1988)

Para a extracdo do DNA gendmico, foi coletada uma amostra de
sangue periférico (5ml) num tubo com EDTA 5%, tanto dos pacientes como
dos genitores, exceto nos cinco casos onde apenas a mae participou do
estudo.

O sangue total foi transferido para um tubo de 15ml, ao qual
adicionou-se 6ml de uma solucdo de lise. O tubo foi agitado (vortex),
colocado na geladeira a 4°C por 10 minutos para a obtenc&o da lise das
membranas das hemacias e centrifugado a 4°C por 10 minutos a 3000rpm.O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 10ml de
solucdo de lise através de agitacdo, colocado novamente na geladeira e
centrifugado. O sobrenadante foi descartado novamente e ressuspendido
com 1,5ml de uma solugédo tampéo, 10ul de SDS 10% e 250ul de uma
solucdo contendo proteinase K para a lise dos nucleos dos leucdcitos. As
amostras foram deixadas em uma estufa a 37°C por 12 a 18 horas. No dia
seguinte, foi adicionado 500ul de uma solucdo tampdo de NaCl 6M,
misturado vigorosamente e centrifugado a 4 °C por 20 minutos a 3000rpm. O
sobrenadante foi transferido para outro tubo de 15ml, ao qual adicionou-se
um volume de etanol a 100%. O DNA foi assim obtido e transferido para um
novo tubo que ja continha 1ml de etanol a 70%. A amostra foi centrifugada a
4° C por 15 minutos a 1350 rpm, descartado o sobrenadante o tubo foi

deixado a temperatura ambiente para secar bem. O DNA foi entdo
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ressuspendido em 1ml de TE 1X (10mM Tris-HCL pH 8,0 1MM EDTA

pH8,0).

3.2.2 Marcadores Polimoérficos

Para a genotipagem foram utilizados trés marcadores polimorficos

diferentes para a regido 7q11.23 comumente deletada na SWB (tabela 5).

Tabela 5 - As sequéncias dos primers utilizados e o tamanho do
produto de amplificacéo.

*
Marcador Polimorfico Primer forward Primer reverse Z:TC:SI-.
D7S1870 TTCACTCAGGAAGTGGC TGGTGATGTGCTTTACTACG  108pb
ELN17/éxonl8 ATGAGACGTGGTCAAGGGTAT GGGATCCCAGGTGCTGCGG  122pb
Hei 1.3/1.4 GCCCACATGGGCAGATTGCT -IC-ZIICTCATCCACAGACAGGTC 226pb

*Prod. Ampl —produto da amplificagéo; pb — pares de base

3.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo de PCR continha 1,0ul da amostra de DNA; 1,8ul um
tampdao com os quatro desoxirribonucleotideos (dATP,dCTP, dGTP e DTTP);
0,4ul de cada oligonucleotideo P Forward (12,5 pmol/ul ) e Reverse e Pg
(12,5 pmol/ul); 0,5ul de DMSO; 5,9ul de agua destilada e 0,06ul de enzima
Easy taqg DNAase (0,3U) apresentando um volume final de 10,0pl.

As reacOes foram realizadas em um termociclador nas seguintes
condicdes: apds a denaturacdo a 3 minutos por 92°C, as reacfes foram

submetidas a 30 ciclos de denaturacdo (3 segundos a 92,0°C) anelamento
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(2 minuto a 55,0°C*) extensao (30 segundos a 72,0°C). ApGs esses 29
ciclos, a reacdo completou a extensédo por 10 minutos a 72°C.

Conforme o marcador utilizado a temperatura de anelamento se
modificava. O marcador D7S1870 a 55,0°C, EIn17/éxonl8 a 56,7°C e Hei

1.3S e Hei 1.4.A a 53,4°C.

3.2.4 Gel de agarose

Um gel de agarose a 3% foi utilizado para analisar o produto da
amplificacdo da PCR. A agarose foi diluida em 150ml de TAE (160ml de TAE
50X, diluido em 8L de agua deionizada, que apds aquecimento adequado,
foi adicionado 75ul de brometo de etidio. O TAE 50X consiste de Tris 2429 ,
acido acético 57,1ml e 100ml de EDTA 0,5 M pH=8,0 para solu¢éo de 1L.
Apés a polimerizacdo do gel, foram aplicadas 5ul do produto da PCR, 5ul
de TE 1x e 2ul de Lodding Buffer (glicerol 25%, azul de bromofenol 1%). O
marcador de peso molecular utilizado foi de 100pb, diluindo 1ul de 100pb
Ladder, 9ul de TE1X e 2ul de Lodding Buffer. Apés eletroforese a 100V por
aproximadamente 30 minutos, o gel foi colocado no aparelho Eagle eye e
imagem processada no mesmo aparelho, para analisar o produto da

amplificagéo.



36

3.2.5 Gel de poliacrilamida

Os produtos da PCR foram em seguida analisados em gel de
poliacrilamida & 7% pois este gel denaturante evidencia fragmentos com
diferencas de até dois pares de base, conforme protocolo modificado (Keene
et al.,1994).

Para o preparo do gel foi adicionado 8,41g de uréia, 5,0ml de TBE 5X,
8,0 ml de formamida, 6,25ml de Bis-acrilamida, 200m| de APS-10% e 20ml|
de Temed. Esta solucao foi colocada em placas de vidro préprias para cuba
vertical para realizar a polimerizagdo. Apds o término, as placas foram para
a cuba com a solugéo tampéo para realizar uma pré-corrida de 30 minutos.
Para o tampéo de corrida foram adicionados 160ml de TBE 5X com 640mi
de agua milliQ, devidamente agitado. A fonte teve o set programado em
3000V, 300mA e 005W. Dos produtos da PCR foram retirados 5,0 pl e
adicionados 10,0ul de Stop Buffer. Para o marcador de peso molecular, foi
adicionado 1ul 100pb; 4,0ul TE e 10ul de Stop Buffer, Tanto as amostras
guanto o marcador foram denaturadas a 100,0°C por 10 minutos em banho
seco. Apds esse tempo, permaneceram em gelo até o momento da
aplicacdo. Posteriormente foi realizado uma corrida de 5 horas nas mesmas
condi¢cdes da pré-corrida.

O gel foi retirado das placas e corado por 15 minutos com 1,5ul do
corante Syber Gold (Stothard, et al., 1997) diluido em 15ml da solucao
tampado de corrida. Em seguida o0 excesso foi retirado e a analise das

imagens foi realizada no aparelho Storm System, com o Software Image
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Quant. A analise compreendeu numa comparagdo entre os fragmentos
obtidos (pai, propésito, mae). Esses fragmentos tiveram os diferentes alelos
para cada polimorfismo classificados pela numeracdo 1 em diante conforme

o tamanho encontrado.

3.3. Andlise estatistica

O teste exato de Fisher foi utilizado para a analise das caracteristicas
clinicas dos pacientes com e sem microdelecdo. Um valor p<0,050 foi
considerado estatisticamente significante gerado pelo programa GraphPad

Instat.
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4 - RESULTADOS

4.1 - Aspectos clinicos da casuistica

Dados Gerais

Dos 32 pacientes (19 eram do sexo masculino e 13 do sexo feminino).
Ao primeiro atendimento tinham entre 1 a 16 anos e o diagndstico clinico foi

feito em média aproximadamente os 6 anos e 1 més.

Dados ao Nascimento

A maioria nasceu a termo, com um peso adequado a idade
gestacional, exceto em um caso que o0 nascimento foi de 34 4/7 semanas
apresentando um peso de 1900g (tabela 6). O comprimento normal ao
nascimento esteve presente na maioria. Sendo que em apenas seis casos

(14,21,22,24,27,29) esteve entre 44 e 46¢cm .

Achados Clinicos

O facies tipico esteve presente em 100% da amostra, dos quais 16/32
(50%) apresentaram microcefalia.
A baixa estatura comum nos portadores da SWB foi diagnosticada em

23/32 (72%) dos pacientes.
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Em nossa casuistica a EASV ocorreu 22/32 (69%), seguida das
outras alteracbes como a EAP, degeneracdo mixomatosa, coarctacdo da
aorta, infiltracdo de Ca+ do endocardio, CIA e EP, hipoplasia discreta da
aorta descendente, sopro cardiaco e hipertensdo arterial. Essas outras
alteracdes na maioria vezes ocorreram concomitamente atingindo 21/32
(65%) da casuistica.

Todos os casos apresentaram atraso de DNPM, embora somente
12/32 (37%) dos casos tenham relatado hipotonia ao nascimento.

O comportamento amigavel, caracteristico da SWB esteve presente
em 25/32 (78%) da casuistica. Em apenas dois casos, relatado pelas mées,
0 comportamento amigavel eram acompanhados de curtos episodios de
agitacdo e agressividade.

A hiperacusia esteve presente em 15/32 (47%) conforme o relato
materno, pois ndo foi possivel realizar o exame apropriado para o

diagndstico desta sintomatologia.
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Tabela 6 — Principais caracteristicas clinicas dos pacientes

[PacIENTE 1 2 3 4 5 6 7 5
RG doHC S0G30630  G04752iH  GOFPTS34G S1R4G80E G0349HE  S119631K G0S4515F  G048510H
S % ldade ao diagnastico clinico 2a 2m 1atom 9arm 2&m 242m 1486m 1a11m
g g Crata de nascim ento 2186 217083 AT AHZIEE eyt =y hE =T =Li=n=c} Tiaag
Sexn M tt hat ] F it F il
w . ||dede gestacionsl am om om am om am om om
§g % Peszo a0 nascim ento (o) Zm 2905 3330 2750 26520 28480 200 1900
= = Com prim erto &0 nascim ento (om) 42 51 a0 48 47 49 L 7
Hipotonia + + - + + - +
b
o m | Arazo DNPM + + + + + + + +
fm)
gg‘ Com portan ento tipico - + + + + + + +
=
2 = Hipe racusis + + + + + - +
wo Facies tipico + + + + + + + +
%5 Micrace falia - - + + + +
“ | Baixa egtatura + + + + + + - +
EASY + - + + + + - +
§ EAPR + + - - - + -
=] D egeneragaD mixom atosa - - - - - + .
% Coarctagio da sorta - - - - - - -
@ Infittrac&o de Ca+ endocérdio - - - - - - -
= Clie EP - - - - - - -
g Hipoplasia aota descenderte - - - - - - -
E Hipettensio arterial - - - - - + R
w FISH Pecitive  Pozitive  Positive  Positive  Positive Positiva Megative  Positive
g % MARCADORES POLIMORFICOS F o ithro Incone. Fositvs  Positive  Posithio Incanc. Negativo  Positivo

+ :presenca da caracteristica,-: auséncia da caracteristica, ?: dado ndo disponivel, NR: n&o realizado, Inconc: inconclusivo
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Tabela 6: continuacéo

PACIENTE 9 10 1 12 13 14 15 16
RG do HC HB2808C  BO54834C 50211804 20137994  6016109E BO055308] S16a38A BOTEE31A
3 % Idade ao diagndstico clinico Sadm TaBm 10a7m 1abm 12a2m JaBm 4a2m Ga
% W Data de nascim enta 29453 9/983 151282 13/5/92 2/B82 3081 16/2/92 16/8/91
Sexo F F F M F il F il
. Idade gestacional 9m 9m 8m 9m 9m 9m 9m 9m
8 9(§ Peso a0 nascimento (g) 2500 3040 2700 2900 3130 2370 2750 2400
2
o Comprimento a0 nascimento (cm) 48 45 47 43 47 45 45 48
« | Hipotania + + - + - + - -
o
§§ Afraso DNPM + + + + + + + +
&
E g Comportamento tipico + + + + - - + +
4
Hiperacusia + + + - + + +
w.e | Facies tpico + + + + + + + +
52 [Microceralia + + + + + + + +
Gi | Daixz estatura + + + + + + + +
- EASY - + + + + +
% |EapP - - + - . +
= Degeneragao mixom atosa - - - -
% Coarctagio daaorta - + + - - - - +
@ Infitragéo de Ca+ endocardio - - - -
3 |caeer - - - - - - +
% Hipoplasia aorta descendente - - - -
5 Hipertenséo arterial - - - - - +
E
w FISH Fositivo Positivo Positivo Positivo Megativo Positivo Positio Positho
=
% % | MARCADORES POLIMORFICOS Fositivo  positivo Inconc. Posttive  Megativo Positivo Positivo Inconc.

+ :presenca da caracteristica,-: auséncia da caracteristica, ?: dado ndo disponivel, NR: n&o realizado, Inconc: inconclusivo
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PACIENTE 17 16 19 20 21 22 23 24
RG doHC BO020420C 62877S0G 653208640  GOBOT7E44k  S0938750  5263693F 60959090 6091233E
§§ Idade ao diagndstico clinico Tadm 1a2m 3a 4a Sa3m 16a 1a 2a10m
g w Data de nascim ento 18/2/95 2413799 10/3/93 22682 241396 4412134 20100 214398
SeX0 I M F F Il M I Il
” Idade gestacional Eli S S 9m 9 S Il 9m
§ gg Pes0 a0 hascimento (g) 3270 3300 3580 2800 3440 2600 2800 2580
o Comprimento ao nascimento (cm) 49 50 50 47 46 46 45 45
g Hipatonia + + s T ¥ s
E_Lé Atrasn DN PM + + + + + + + +
E é Comportamento ipico + + + + + +
e
Hiperacusia - - - -
wo |Faciestipico + + + + + + + +
g & [Microcefalia - - - +
Y| Baina estatura - - - + - +
EASY - + + + + +
«EAP + + + -
& o » Degenerag o mixomatosa - - -
w0 3 =
2 s Coarctagao da aorta - - -
& g s Infiltragén de Ca+ endocardio - - -
Y | «CIABEP - + -
 Hipoplasia aorta descendente - - -
» Hipertenséa arterial - - - - - - - -
w FISH MR MR NR MR MR MR NF NR
§ 8 MARCADORES POLIMORFICOS Inanc. Positvo Positvo Positivo Megativa  Positve  Negative  Megativo

+ :presenca da caracteristica,-: auséncia da caracteristica, ?: dado ndo disponivel, NR: néo realizado, Inconc: inconclusivo
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PACIENTE 25 26 27 28 28 30 H 32
- RG do HC S093875| BOBEYEFC  3018403) 2938E95E 501338084 S095654C  S2B57A44E 5299657
8§ Idade ao diagndstico clinico 3a 12a10m Gadm ] 10a 15a5m 2a 16a
Zu Data de nascimento 2B8/888 39784 29/988 29/8/93 71080 22/485 15/7198 7r0/84
Sexo F il il F F I il F
@ Idade gestacional 9rn 9rn 9 9rn 9rn 9rn 9rn 9rn
< 2 2 | Peso ao nascimento () 3050 3380 2160 3070 2650 3100 3740 2700
g z Comprimento a0 nascimento (om) 43 49 44 47 45 49 52 ?
- Hipotonia - ? 7 N + = + T
s
S5 Atraso DMNPM + + + + + + + +
=l
]
% S | Comportamento tipico + + + + + + +
=gt
53
Eqn] _
= | Hiperacusia + + + + + +
o | Facies tipico + + + + + + + +
= - )
*£ | Microcefalia - + + + -
hif Baixa estatura + + + + + R N
EASY + + + + + +
o «EAP - - + - +
%% + Degeneragdo mixom atosa - - + -
FL # Coarctagdo da aorta - - - - -
m 2 = Infitragdo de Ca* endocardio - - - - -
5S | sclaeER ; : . ; .
= #Hipoplasia aorta descendente - - - - - - +
*Hipertensdo arterial - - - - + - - +
m FISH MR Megativo Positiv o MR MR MR MR MR
%
%~ | MARCADORES POLIMORFICOS Positive  Megativa Pasitiva MNegativa Pasitivo Inconc. Pasitivo Inconc.

+ :presenca da caracteristica,-: auséncia da caracteristica, ?: dado ndo disponivel, NR: n&o realizado, Inconc: inconclusivo



4.2. Marcadores Polimorficos

Os 3 marcadores altamente polimérficos da regido 7q11.23 da
microdelecdo, foi realizada em todos da casuistica e seus pais bioldgicos,
exceto em 5 casos onde 0 pai ndo participou do estudo. Desta forma, os

resultados obtidos com a presenca da microdelecdo, demonstraram a

ocorréncia de casos esporadicos.

Tabela 7 - Resultados dos Marcadores Polimorficos.

Informativos

Nao informativos

Marcadores comdelecdo % semdelecdo %  total %
D751870 16/32 50 6/32 19 10/32 31
Eln17/éxonl18 9/32 28 5/32 15 18/32 56
Hei 1.3S e Hei 1.4A 13/32 40 5132 15 14/32 44
Conclusao 18/32 56 7132 22 7132 22

4.2.1 — Informatividade dos Marcadores Polimoérficos

4.2.1.1 — Marcador D7S1870:

Este marcador foi informativo em 22/32 (69%) e capaz de detectar a

delecdo em 16/18 (89%). A auséncia de delecdo foi confirmada em 6/7

(86%) dos casos.
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Alelo 1 Alelos 1-2  Alelos 1-2

Figura 4: Resultado do marcador D7S1870 numa familia em que o filho (F)
recebeu o alelo 1 da mae (M) e o alelo 2 do pai (P), evidenciando a auséncia de
delecéo.

4.2.1.2 — Marcador ELN17/éxon 18:

Este marcador foi informativo em 14/32 (43%) e capaz de detectar a

delecdo em 9/18 (50%). A auséncia de delecéo foi confirmada em 5/7 (71%).

Alelo 1 Alelo 1 Alelo 2
M F P

Figura 5: Resultado do marcador EIn17/18 em uma familia em que o
filho(F) recebeu o alelo 1 da m&e(M) e nenhum do pai (P), resultando em
uma delegéo paterna
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4.2.1.3 — Marcador HEI :

O marcador HEI foi informativo em 18/32 (55%) dos casos e capaz de

detectar a delecdo em 13/18 (72%) 5/7 (71%) sem a microdelecéo.

4.2.2 — N&o Informativos
Os trés marcadores juntos, ndo foram capazes de informar a
presenca ou auséncia da microdelecdo em 7/32 pacientes (22%), resultando

num diagndstico inconclusivo por esta metodologia.

Alelo 1 Alelo 1 Alelo 1

e, ———
M F P

Figura 5: Resultado do marcador Hei, em uma familia ndo informativa. O
filho (F) pode ter recebido dois alelos iguais, um da mae (M) e um do pai (P) e ser
homozigoto ou pode ter recebido apenas um alelo de um dos genitores e assim ser
hemizigoto.
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4.3 Origem parental da delecéo

A origem parental da microdelecdo foi possivel de ser analisada em
17 casos, demonstrando que 9 casos foi de origem materna e 8 de origem

paterna.

4.4 — Achados clinicos dos pacientes com e sem a microdelecéo

7q11.23

As caracteristicas clinicas dos pacientes com e sem a microdelecao

constam na tabela 8, sendo que em sete casos, o resultado molecular foi

inconclusivo.

Tabela 8 - Achados clinicos nos pacientes com e sem microdelecao.

Com delecgéo Sem delecéo
Achados clinicos N° de N° de P
afetados/total % afetados/total %
AlteragBes craniofaciais 18/18 100 77 100 -
EASV 15/18 83 37 42 0,066
Outras alterac8es cardiacas 13/18 72 3/7 42 0,204
Comportamento caracteristico 16/18 88 217 28 0,006
Hiperacusia 10/18 55 or7 0 0,020

As outras alteragbes cardiacas também foram analisadas

individualmente conforme a presencga ou auséncia da microdelecdo (Tabela
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9). Dentre estas alteracdes, 3 casos de EAP, 3 de arritmias cardiacas e 1
caso de hipertensdo arterial estiveram presentes nos resultados

inconclusivos pelos marcadores polimorficos.

Tabela 9 - Outras altera¢des cardiacas (ndo EASV) nos portadores e
néo portadores da microdelegdo 7q11.23.

Com delecgéo Sem delecéo

Outras alteragdes cardiacas

N° de afetados/total % N° de afetados/total %
EAP 3/18 16 1/7 14
Deg.mixomatosa - valva mitral 1/18 5 or7 0
Coarctacgéo da aorta 3/18 16 o/7 0
Infiltracdo de Ca* endocardio 1/18 5 or7 0
CIAe EP 1/18 5 0/7 0
Hipoplasia discreta da aorta desc* 1/18 5 o/7 0

Hipertenséo arterial 3/18 16 1/7 14

*desc: descendente.
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5. Discusséao

5.1 Aspectos clinicos

Estudamos 32 pacientes com caracteristicas clinicas para SWB, pelo
método de marcadores de microssatélites. Conforme a literatura, 0s
portadores desta sindrome apresentam mdltiplas alteracdes do
desenvolvimento como retardo mental, dismorfismo facial, anomalias
cardiovasculares, baixa estatura, perfil comportamental tipico, hiperacusia e
hipercalcemia infantil (Paperna et al.,1998; Hochenhull et al.,1999).

Em nossa casuistica, todos os pacientes apresentaram o facies tipico
associados a uma das altera¢fes: cardiacas, comportamento caracteristico
ou hiperacusia. Pelo sistema de pontuacgdo proposto por Lowery et al., 1995,

todos preenchiam os critérios para o diagnostico da SWB.

Craniofacial

N&o demonstraram diferencas entre os portadores e ndo portadores
da microdelecdo o que foi semelhante a literatura (Lowery et al.,1995;
Amenta et al.,2005). O facie tipico compreendeu microcefalia, fronte
alargada, nariz curto e arrebitado, narinas antevertidas, ponte nasal baixa,
filtro nasal longo, hipoplasia malar, micrognatia, bochechas proeminentes,
labios espessos, ma oclusdo dentaria, edema supra-orbitario, estrabismo,

erros de refracdo e padréo de iris estrelada.
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Alteracfes cardiovasculares

Essas alteracbes ocorreram em 72% da casuistica com a
microdelecéo e em 42% sem a microdelecao.

A EASV esteve presente em 15/18 (83%) dos pacientes com a
microdelecéo e 3/7 (42%) nos néo portadores. Esses resultados demonstram
gue ndo houve diferenga estatisticamente significante (p=0,06).

Conforme vérios pesquisadores (Dridi et al.,1999, Wang et al.,1999;
Sadler et al.,, 2001, Pascual-Castroviejo et al., 2004), as anomalias
cardiovasculares séo detectadas em 80% a 85% dos pacientes portadores
da SWB, embora 21% a 26% dos pacientes, possam ndo apresentar doenca
cardiovascular. Em criangas com esta sindrome a incidéncia de EASV foi de
60% a 64%.

Dois mecanismos para a patologia EASV foram propostos; um defeito
guantitativo da elastina (a mutag&o produziria uma redugéo da quantidade da
proteina e conseqlientemente uma haploinsuficiéncia para a elastina) ou um
defeito qualitativo na sintese da proteina (trofoelastina alterada resultaria em
fibras elasticas andmalas). A primeira hipGtese parece ser mais atrativa,
porque a hemizigosidade da elastina j& estda bem estabelecida como
mecanismo da EASV nos pacientes com delec&o parcial envolvendo o gene
da ELN e em pacientes com SWB.

Realmente a maioria das mutacdes detectadas em casos isolados de
EASV  ocorrem por mutacdes que produzem sitios de terminacdo

prematuros. Recentemente Urban et al., 2001, mostraram que muitas dessas
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mutacdes produzem um transcrito de RNA mensageiro instavel que é
rapidamente degradado, resultando na haploinsuficiéncia da elastina em
nivel de RNA. Além disso, o mecanismo que envolve o desenvolvimento
deste fendtipo vascular, provavelmente seja muito mais uma deficiéncia
guantitativa da elastina do que um defeito qualitativo causado pelo produto
de uma proteina mutante (Rodriguez-Revenga et al.,2005).

Diversos trabalhos relatam a ocorréncia de mutacdes de ponto no
gene da elastina, como pequenas dele¢cbes em matriz de leitura, nonsense,
missense e duplicacdes nas regides de seqUéncias repetitivas, resultando
numa funcdo anormal para a elastina. Este fato tem impulsionado pesquisas
a fim de relacionar casos comuns de arteriopatia ao produto dessas
proteinas variantes. Embora esses conhecimentos sejam importantes para
caracterizar a possivel etiologia da EASV, muitas pesquisas devem ser
realizadas para delinear melhor essas patologias cardiacas (Urban et al.,
2000; Rodriguez-Revenga et al.,2005).

Nos portadores da SWB quando h& a haploinsuficiéncia da ELN, 75%
apresentam a EASV, hérnias, envelhecimento prematuro,
hiperestensibilidade articular das juntas e contraturas, voz rouca, diverticulos
no colon/bexiga e dismorfismos faciais. O mecanismo genético — delec¢éo,
gquando atingem os polimorfismos da ELN podem alterar o nivel da
expressdo génica. Embora essa alteracdo ndo seja significativa, é
interessante salientar que o defeito cardiovascular quase sempre esta
associado com os polimorfismos da elastina (Mari et al, 1995; Wang et al.,

1999).
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Em nossa casuistica, as outras alteracbes cardiacas, que ndo a
EASV, ocorreram em 72% dos casos portadores da microdelecéo e em 42%
sem a microdelecdo. Segundo Perez-Jurado et al., 1996, essas outras
alteracdes como estenose periférica pulmonar (EPP), prolapso da valva
mitral e demais alteragbes (defeito do septo ventricular ou atrial) juntas
apresentaram uma freqiiéncia de 43% numa casuistica de 61 portadores da
SWB.

A EAP no presente trabalho foi detectada em 3/18 (16%) dos
pacientes com microdelecdo e em 1/7(14%) nos casos sem a microdelecao.
Os casos inconclusivos pela metodologia utilizada 3/7(42%), também
apresentaram esta anomalia.

Conforme a literatura a EAP é a segunda alteracdo cardiovascular
mais freqliente nos portadores da SWB (Brondum-Nielsen et al., 1997; Sylos
et al., 2002). A EAP ¢é uma condicdo que tende a melhorar com a idade, ja a
EASV tende a progredir com o passar dos anos, portanto essas condi¢oes
raramente coexistem num portador da SWB.

Além da EAP (Tabela 9) as demais alteracdes como degeneracao
mixomatosa da valva mitral, infiltracdo de Ca+ no endocardio, comunicacdo
intra-ventricular/estenose pulmonar e hipoplasia discreta da aorta
descendente estiveram presentes apenas nos pacientes com microdelecao
1/18 (5%). As arritmias cardiacas foram detectadas nos pacientes com
microdelecdo 3/18 (16%), sem a microdelecdo 1/7 (14%) e nos casos

inconclusivos 3/7 (43%). Essas outras alteracbes que ocorreram em 72% da
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nossa casuistica, nos trabalhos de Borg et al., 1995 e Elcioglu et al.,1998
ocorreram numa frequiiéncia de 62,5% e 71,4% respectivamente.

A presenca da hipertenséo arterial nos portadores da microdelecéo foi
de 3/18 (16%) da casuistica, e em apenas 1/7(14%) inconclusivo pela
metodologia utilizada.

Segundo Rose et al.,, 2001 a hipertensdo é considerada muito mais uma
alteragéo cardiovascular do que uma hipoperfusao renal propriamente dita.

A hipertenséo arterial ocorre em 1/3 dos casos, quando associada a
coarctacdo da aorta, estenose de artéria renal, arteriopatia, nefrocalcionose e
malformacdes renais, como aplasia renal, hipoplasia, distopia, duplicagédo
renal, cistos e diverticulos da bexiga (Daniel et al.,1985; Ounap et al., 1998).
Sylos et al., 2002 relataram o caso de um portador com SWB aos sete anos
com hipertensdo arterial sistémica, porém com funcdo renal e eletrolitica
normais. Neste caso, foi observado estreitamento difuso da aorta e ramos,
obstrucdo da artéria renal com diminuicdo de perfusdo renal, além de
comunicagao intraventricular com auséncia de EASV e de estenose de
ramos periféricos pulmonares. Este caso demonstra a importancia da
investigacdo da hipertenséo arterial sistémica em portadores da SWB, o que
normalmente ndo ocorre e nem € muito valorizado no acompanhamento
destes pacientes.

Eronen et al., 2002 relataram num estudo prospectivo em 75 pacientes
com SWB, altera¢gOes cardiovasculares estavam presentes em 35 pacientes
(47%) ao nascimento. As anormalidades mais comuns foram as EASV em

73% e EAP 41%, ja a hipertenséo arterial ocorreu em 55% dos adultos.
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Comportamento

No presente estudo, 0 comportamento caracteristico esteve em 88%
nos portadores da microdelecdo e em 28% dos pacientes sem a
microdelecdo (p=0,006), estatisticamente considerado muito significante e
concordante com a literatura, pois Wang et al., 1999, relataram que 87% dos
pacientes com SWB apresentavam comportamento caracteristico.

Na casuistica; conforme relato das mées, um caso (18) com
microdelecdo apresentava o comportamento caracteristico (amigavel), porém
com curtos episddios de agitagdo. O comportamento tipico também ocorreu
em dois casos (7,24) onde a microdele¢do nédo estava presente.

A correlacdo gendtipo-fenédtipo dos genes envolvidos na regido
7911.23 ainda n&o foram estabelecidas quanto ao comportamento e perfil
cognitivo caracteristico da SWB, embora a haploinsuficiéncia do gene LIMK1
associado a outros genes (GTF2IRD1 e GTF2l), sejam responséaveis pelo
déficit cognitivo e retardo mental, assim como também poderia contribuir no
fen6tipo conforme pesquisas realizadas com camundongos. Ja a
haploinsuficiéncia do gene CYLNZ2 poderia comandar uma disfuncdo do
hipocampo em particular, resultando num déficit da coordenacdo motora,
analogo ao modelo em camundongos (Tassabehiji et al., 2003).

O perfil cognitivo tipico dos portadores da SWB tem sido motivo de
muitas pesquisas com imagens de ressonancia magnética e morfometria

voxel - based cerebral. O conhecimento da diminuicdo da massa branca
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subcortical com aumento das pregas corticais e a reducdo do volume da
massa cinzenta nos sulcos parieto-occiptal, indicam que sejam responsaveis
pelo o déficit visuo-espacial. Esses achados também foram observados em
pacientes com SWB adultos, porém com inteligéncia normal.

Além dessa diminuigdo significante do volume da massa cinzenta um
padrdo anormal de giros na regido occipital e parietal também foram
encontrados e semelhantes aos achados nos estudos anatomo-patolégico
encontrados na regido occipital postmortem. A profundidade dos sulcos
intraparietal/occipito-parietal sdo concordantes com a diminuicdo do volume
da massa cinzenta no que se refere como causa do déficit visuo-espacial dos
portadores da SWB, visto que o sulco parieto-occipital é implicado na
construcdo visuo-espacial (Boddaert et al.,2005; Meyer-Linderberg et
al.,2004)

Esse déficit visuo-espacial € uma caracteristica presente ja na infancia
o que difere quando comparado as demais caracteristicas cognitivas que
costumam variar com a idade.

O déficit especifico na cognicdo visuo-espacial é mais aparente
guando testados juntamente com os portadores de sindrome de Down (SD).
Tassabehji, 2003, mostrou que nas SD e SWB, ambas apresentaram déficit
cognitivo em diferentes niveis, pois o portador de SD consegue desenhar a
figura proposta sem dar énfase aos detalhes, enquanto o portador da SWB
consegue apenas focar os detalhes sem conseguir dar a forma real a figura.

Num estudo comportamental realizado por Doyle et al., 2004, com 64

portadores da SWB, 31 com SD e 27 criangas normais como grupo controle,
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demonstraram que o comportamento social nos portadores da SWB era
significantemente elevado em relacdo aos demais grupos. Também
demonstraram que a hipersociabilidade é maior nos portadores mais jovens
acometidos pela microdelecdo 7g11.23. Os portadores de SWB adultos
tendem executar tarefas que envolvam a linguagem com maior éxito do que
tarefas que impliguem habilidades cognitivas visuo-espaciais.

A maioria das pesquisas existentes, relacionadas aos distarbios
comportamentais e cognitivos dos individuos com SWB, tem sido focalizadas
em criangas ou em pacientes jovens, e por isso pouco se conhece da
trajetéria do periodo da vida adulta. Isso porque é muito dificil recrutar
adultos com SWB, tanto pela baixa incidéncia como também, pelo fato da
maioria dos casos ndo apresentar diagnostico clinico para a SWB (Krinsky-

McHale et al.,2005).

Hiperacusia

A hiperacusia esteve presente em 10/18 (55%) dos pacientes com a
microdelecdo e em nenhum dos 7 pacientes sem a microdelecéo, (p=0,020)
um valor significante do ponto de vista estatistico.

Elcioglu et al.,1998 observaram a hiperacusia em 5/14 pacientes (35,7%) dos
portadores sendo que a hiperacusia pode estar presente entre 85-95% dos
portadores da microdeleg&o 7q11.23.

Conforme revisédo da literatura, a hiperacusia melhora com a idade e

h& uma tendéncia maior de ocorréncia no sexo feminino (Wang et al., 1999;
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Donnai et al., 2000; Blomberg et al.,2005). Em nossa amostra 0 sexo
feminino com microdelecdo e hiperacusia, correspondeu a 7/10 casos
(5,7,9,10,11,15,29), ou seja, apenas 3/10 dos casos (19,20,25) com a
microdelecdo ndo apresentaram essa alteracdo clinica. Nos resultados
inconclusivos (30,32) a hiperacusia foi relatada pelos pais.

Atualmente pesquisas sugerem que O0S sintomas comuns nos
portadores da SWB como a de ansiedade, obsessdo, angustia, medo e
hiperatividade, sejam estudados em conjunto, partindo da hipétese de que a
hiperacusia possa ser uma resposta ao elevado nivel de ansiedade e medo
(barulhos fortes) que os portadores possuem. Outra hipdtese que justificaria
a presenca da hiperacusia seria a sua conexdao com um desequilibrio nos
niveis de serotonina e que esse desequilibrio também seja responséavel pela
vulnerabilidade nesta psicopatologia (Blomberg et al.,2005).

A proposta de inserir a musicalidade na vida desses pacientes com
SWB, a fim de auxiliar e melhorar a questdo da ansiedade reside no fato de
gue durante o processo musical, um padrdo de ativacdo amplamente distribuido
nas estruturas cortical e subcortical, envolvendo, por exemplo, a amigdala e o
pedunculo cerebral - principalmente a amigdala; desempenhem um papel
central nas reacdes de medo e ansiedade, assim como a ativagéo do sistema

nervoso simpatico, o que caracterizam credibilidade a esta proposta.



60

5.2 — Marcadores Polimoérficos

Os marcadores D7S1870, EIn 17/éxon18 e Hei, foram previamente
testados num estudo realizado no InCor, onde foram selecionadas 150
pessoas clinicamente normais. Os trés marcadores juntos, demonstraram
uma sensibilidade para detectar a heterozigosidade na regido 7q11.23 em
98,2% dos casos.

No presente estudo, esses mesmos marcadores foram utilizados nos
32 pacientes inclusos no trabalho. Os 3 marcadores polimorficos utilizados
foram informativos em 25/32 (78%) dos pacientes estudados e em 7/32
(22%) néo foram informativos.

A microdelecéo foi encontrada em 18/32 (56%) dos pacientes e em
7132 (22%) pacientes ndo foi encontrada a microdelecao.

Quanto as andlises realizadas por marcador, o D7S1870 foi 0 mais
informativo em 16/18 (88%) dos pacientes portadores da microdelecéo, o Hei
foi informativo em 13/18 (72%) e o ELN17/éxon18 mostrou-se informativo em
apenas 9/18 casos (50%).

O marcador D7S1870 geralmente é considerado como um dos
melhores marcadores para detectar a delecdo na maioria dos pacientes com
SWB (Osbhorne et al., 1999).

Segundo Montserrat et al., 1999, em 80 pacientes com suspeita clinica
de SWB o marcador D7S1870 mostrou-se informativo em 73%. J4 Osborne

et al.,1996 e Dussardier et al., 1995, o mesmo marcador foi informativo em
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75%. Urban et al. 1996 relatam uma informatividade de 74,2% do marcador
D751870.

Dos 32 casos da nossa amostra, 18 ja tinham sido previamente
testados por Sugayama, 2001 pelo método de FISH. O método detectou 15
com delegéo e 3 sem a delegéo.

Comparando estes dois métodos utilizados, houve uma concordéncia nos
resultados tanto nos positivos (com delecdo) e negativos (sem delec¢ao), com
excecdo de 4 casos que deram FISH positivo, mas inconclusivos pelos

marcadores, pois ndo foram informativos (tabela 10).

Tabela 10 - Resultados pelos métodos de FISH e marcadores
polimérficos.

Marcadores
Resultados FISH Polimérficos
Positivo 15/18 11/18
Negativo 3/18 3/18
Inconclusivo 0 4/18

Wu et al, 1998 estudaram 63 pacientes utilizando as duas
metodologias; marcadores polimoérficos e FISH, detectando microdelecdes
em 51 pacientes em ambos 0s métodos.

Em nosso trabalho, o método de marcadores polimoérficos apresentou
uma utilidade de 78% para demonstrar a presenca ou ndo da microdelegéo

7q11.23 quando comparado ao método de FISH.
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Monteserrat et al.,1999 utilizaram a metodologia de FISH (69 casos) e
marcadores polimérficos (78 casos) para diagnosticar 80 pacientes com
suspeita clinica da SWB. Neste estudo relataram que ndo ha discordancia
entre o FISH e estudos com marcadores polimérficos. Essas técnicas
possibilitaram um resultado para todos os casos analisados, exceto em 2,5%
dos casos que ndo foram informativos (inconclusivos) pelos marcadores

polimérficos e que ndo dispunham de material para realizar FISH.

5.2.1 - Pacientes sem diagnostico confirmado pelos marcadores

polimarficos

Dos trés marcadores utilizados na casuistica, 22% foram inconclusivos
(7/32 pacientes).

Um resumo das caracteristicas clinicas dos sete pacientes (2,
6,11,16,17,30,32) constam na tabela 1 e figura 3.

Dos 32 pacientes com suspeita clinica da SWB, 14 ndo puderam ser
confirmados pelo diagnéstico, sendo 7 ndo informativo e 7 negativo pelos
marcadores polimérficos. Entretanto, o diagnostico clinico ainda nédo deve ser
afastado, uma vez que ha possibilidades da realizacdo de estudos mais
aprofundados tanto para os genes envolvidos quanto ao emprego de outras
metodologias.

Embora a maioria dos portadores da SWB apresentem uma delegéo
de aproximadamente 1.5 Mb, h& casos raros onde variantes de dele¢Bes

possam ocorrer. A0 mesmo tempo, essas variantes podem auxiliar na
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identificacdo dos genes envolvidos para se tentar uma correlacdo genétipo-
fendtipo, mas que nem sempre é detectada pela técnica utilizada (Heller et
al.,2003).

Em nossa casuistica, todos 0s casos inconclusivos apresentaram
facies tipico. A estatura que tende a ser abaixo da média comparada a
populacdo normal, sé ndo esteve presente no caso 17 que também néo
apresentava alteracfes cardiovasculares nem hiperacusia, embora
apresentasse um facies extremamente peculiar para SWB.

Das alteracbes cardiovasculares encontradas a EASV e a EAP
também estiveram presentes em 4 casos (6,16,30 e 32) e 2 casos (2, 11)
respectivamente.

O comportamento amigavel esteve presente em todos 0s casos
inconclusivos pela metodologia utilizada, jA a hiperacusia s6 nao esteve

presente em dois casos (6,17).

5.2.2 — Origem parental da microdelegéo

Quanto ao estudo da origem parental da delegcdo em 17/18 pacientes,
9 foi de origem materna, 8 de origem paterna e 1 caso que ndo pode ser
determinada.

Todas as 17 dele¢bBes encontradas foram de novo, pois 0s genitores
eram normais, esses dados foram concordantes com a literatura, pois ndo

demonstraram diferengas na origem parental (Dussardier et al.,1995).
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A origem parental da dele¢éo pode ter um papel no fenétipo da SWB.
Isto resultaria em diferencas na expressado génica devido a origem parental
dos alelos, manifestando-se como uma diferenca clinica sutil num fenémeno
conhecido como “imprinting”. Um exemplo bem conhecido disto € o que
ocorre na regido 15q11.2-g12, onde a delecdo de origem paterna resulta na
sindrome de Prader-Willi enquanto a delecdo nesta regido de origem
materna, resulta na Sindrome de Angelmam. Na SWB, esta correlacdo
guanto a origem parental da dele¢édo ainda precisa ser elucidado (Wang et
al.,1999).
Baumer et al., 1998, relataram que nos diversos trabalhos por eles
analisados quanto a origem da delecédo, os casos onde ha um maior retardo
do crescimento e presenca de microcefalia, apresentavam dele¢&o de origem

materna, o que também foi descrito por Perez-Jurado et al., 1996.



65



66

6. Conclusdes

Os 3 marcadores polimérficos D7S1870, HEI e ELN17/éxon18 utilizados
foram informativos em 25/32 (78%) dos pacientes estudados e néo
informativos em 7/32 (22%).

O marcador D7S1870 foi o mais informativo (69%), seguido de HEI (55%)
e ELN17/éxon18 (43%).

A microdelecdo da regido 7g11.23 foi encontrada em 18/32 (56%) dos
pacientes e ausente em 7/32 (22%) pacientes.

As alteragbes craniofaciais e cardiovasculares ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre 0s pacientes com
microdelecdo e sem microdelecao.

O comportamento caracteristico foi um achado mais frequente em 88%
nos pacientes com microdelecéo e 28% sem microdeleg&o com diferenca
estatisticamente significante (p=0,006).

A hiperacusia esteve presente em 55% nos pacientes com microdelecao
e em nenhum dos pacientes sem microdelecdo com diferenca
estatisticamente significante (p=0,020).

N&o houve diferenca da origem parental da microdelecéo.

Todas as delecdes foram “de novo”, exceto em um caso que néo pbde
ser determinado.

O estudo dos marcadores polimérficos foi Gtil para a deteccdo da

microdelecdo na regido 7q11.23, para a confirmagéo diagnostica de SWB
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7. Anexo
Protocolo — Pacientes com SWB
Identificacéo

Data do 1° atendimento:
Nome:

DN: Sexo:
Endereco:

Telefone:

Antecedentes Familiares

Gestacgoes:
Abortos:
Irmaos:

Antecedentes Pessoais

Pré-natal:

Sangramento:

Dados de Nascimento: IG:
Sofrimento fetal:

Exame Fisico

Idade: P:
DNPM:
Facies tipico:

Alteracdes cardiovasculares:

EASV:

EAP:

Degeneracdo mixomatosa da valva mitral:
Hipertens&o arterial:

Outros Achados:

RG:

Cor:

Tipo de parto:
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AlteracBes esqueléticas

Alterac@es renais e do trato urinério

Alterac8es neuroldgicas
Comportamento caracteristico
Hiperacusia

Outros achados

Exames moleculares

FISH:
Marcador polimorfico:
Origem parental da microdelegcdo: ( ) materna

( ) paterna
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