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RESUMO

SERAO, Cassio Luiz de Carvalho. Estudo clinico-genético em adolescentes e adultos jovens
com Sindrome de Williams. 2014. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) —
Faculdades de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014.

INTRODUCAO: A Sindrome de Williams é uma sindrome de genes contiguos de
incidéncia aproximada de 1:10000 nascimentos. Ela ocorre devido a perda parcial de uma
regido especifica de cerca de 27 genes no cromossomo 7q11.23. Foram relatadas na literatura
diferencas clinicas em pacientes com diferente origem parental ou tamanho da anomalia.
OBJETIVOS: Identificar se variabilidades clinicas ou laboratoriais dos pacientes com
Sindrome de Williams se correlacionam com origem parental e tamanho da perda de material
genético. MATERIAIS E METODOS: Foi desenvolvida e aplicada ficha clinica em 8
pacientes com Sindrome de Williams diagnosticados por genotipagem de microssatélites,
técnica capaz de identificar tamanho e origem parental da perda genética RESULTADO: A
maioria dos pacientes apresentam uma perda comum de 1,55 Mb de ADN em 7q11.23, area
do genoma onde se encontram alguns genes com funcdes conhecidas, que em hemizigose sao
associados a componentes clinicos Sindrome de Williams. Destacam-se entre estes o gene
ELN, associado a cardiopatia estrutural, o gene LIMKZ1, relacionado a déficit cognitivo visuo-
espacial, o gene BAZ1B, vinculado a hipercalcemia, além do gene STX1A, contribuindo para a
predisposicdo a diabetes em pacientes adultos com Sindrome de Williams. Identificamos um
caso atipico de Sindrome de Williams, mantendo bialelismo para o gene GTF2IRD1, expresso
no tecido osteoarticular no periodo embrionario. A presenca de hiperatividade foi mais
encontrada nos pacientes com delecdo de origem paterna, mas a limitagdo amostral ndo nos
permite descartar eventos estocasticos. A presenca de dermatdglifos digitais atipicos na
paciente com bialelismo do gene GTF2IRD1 pode sugerir uma correlacdo especifica.
CONCLUSAO: O tamanho e a origem parental da anomalia gendmica causadora da
Sindrome de Williams pode interferir na expressao clinica da doenca, sendo necessarias mais
avaliacdes de correlacdo gendtipo-fen6tipo para corroborar esta hipétese.

Palavras-chave: Sindrome de Williams. Sindrome de genes contiguos. Genotipagem por
microssatélites. Dermatdglifos. Déficit intelectual. Delecdo 7gq11.23.



ABSTRACT

SERAO, Cassio Luiz de Carvalho. Clinical-genetic study in adolescents and young adults
with Williams Syndrome. 2014. 65 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Médicas) —
Faculdades de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2014.

INTROUCTION: Williams syndrome (WS) is a contiguous gene syndrome with
estimated incidence of 1:10,000 births. It happens due to partial loss of a specific region
containing about 27 genes on chromosome 7q11.23. Clinical differences among patients with
different parental origin or different size of this anomaly have been reported in the literature.
PURPOSE: To identify whether clinical or laboratory variability of patients with Williams
syndrome correlate with parental origin and size of the loss of genetic material. METHODS:
A clinical inventory was developed and applied in 8 patients with Williams syndrome
diagnosed by genotyping microsatellite technique to identify size and parental origin of gene
loss. RESULTS: The majority of patients have an average loss of 1.55 Mb DNA at 7q11.23,
genome area containing some genes with known functions in hemizygosity associated with
clinical components of Williams Syndrome. Stand out among these genes, the ELN gene,
associated with structural heart disease, the LIMK1 gene, related to visuospatial cognitive
deficit, the BAZ1B gene, linked to hypercalcemia, and the STX1A gene, contributing to the
predisposition to diabetes in adult patients with syndrome Williams. We identified an atypical
case of WS, maintaining biallelism for GTF2IRD1 gene, which is expressed on bone tissue in
the embryonic period. The presence of hyperactivity disorder were more frequent in patients
with deletion of paternal origin, but the sample size limitation does not allow us to rule out
stochastic events. The presence of atypical digital dermatoglyphics in the patient with
GTF2IRD1 biallelism may suggest a specific correlation. CONCLUSION: The size and
parental origin of genomic abnormality causing the Williams Syndrome can affect the clinical
expression of the disease. More reviews of genotype-phenotype correlation for this condition
are needed.

Keywords: Williams syndrome. Contiguous gene syndrome. Microsatellite genotyping.

Dermatoglyphics. Intellectual deficit. Deletion 7q11.23.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Williams-Beuren (SW) (OMIM #194050), também denominada de
deficiéncia intelectual com hipercalcemia idiopéatica associada a estenose supravalvar adrtica
(ESVA), é uma condicdo geneticamente determinada, com frequéncia estimada em 1:7500 a
1:25000 nascidos vivos (Hennekam, 2010; Udwin, 1990; Stremme, 2002). Trata-se de uma
sindrome de genes contiguos associada a uma variedade de alteracdes morfoldgicas, além de
malformativas. Neste trabalho apresentamos um estudo descritivo clinico-genético de 8

pacientes visando estudar a correlacdo gendtipo-fenotipo destes casos.

Estudo Clinico-Genético e Correlacdo Genotipo-Fenotipo

Segundo Jablonsky (1991), a definicdo de sindrome é o conjunto de sinais e sintomas
clinicos associados em uma mesma condicéo, que possuam relacdo causal etioldgica, mesmo
que 0s mecanismos patogénicos ndo sejam conhecidos. Entretanto essa definicdo néo
contempla situacbes em que os sinais e sintomas se sobrepdem, e as relagfes causais
etiologicas podem ser diversas, tanto do ponto de vista genético quanto ambiental.

Por isso esta definicdo é complementada com trés outras caracteristicas das sindromes
clinicas em que haja uma determinacdo genética, configurando assim o estabelecimento da
correlacdo gendtipo-fenotipo. Sao elas a heterogeneidade de locus, a heterogeneidade alélica e
a heterogeneidade fenotipica, e todas podem alterar nossa interpretacdo destas sindromes.
(Nussbaum, 2007)

Entende-se por heterogeneidade de locus a possibilidade de mutacbes em diferentes
genes causar um fendtipo muito semelhante. E o que ocorre nos quadros descritos na
Sindrome de Bardet-Biedl (OMIM #209900). Esta condicéo foi descrita em 1920, associada a
obesidade, retinite pigmentosa, polidactilia e déficit intelectual com um modelo de heranca
autossémico recessivo. Foram identificadas mutaces em mais de 14 genes diferentes
relacionados a este mesmo quadro, sugerindo que todos sdo importantes para a integridade do
campo do desenvolvimento associado a esta expressao clinica. (Nussbaum, 2007)

A descoberta deste mecanismo etioldgico levou a revisdo de uma condicdo conhecida
como Sindrome de Lawrence-Moon, descrita em 1866, com obesidade, retinite pigmentosa,

déficit do desenvolvimento e paraparesia espastica, em que ndo haveria polidactilia, a
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diferenciando da Sindrome de Bardet-Biedl, segundo relatado por Schachatt em 1982.
Estudos posteriores clinico-genéticos mostraram mutagdes nestes mesmos genes relacionados
a Sindrome de Bardet-Biedl em familias com diagndstico confirmado de Sindrome de
Lawrence-Moon (OMIM #245800), levando ao entendimento que na verdade as duas
condigdes se devem a mutacGes no mesmo grupo de genes, representando a mesma condigéo
(Moore, 2005).

A heterogeneidade de locus refere-se a mutagdes distintas em um mesmo gene
acarretar diferentes fenotipos, seja relativo a gravidade da condicao ou a expresséo clinica tdo
marcante que se configure uma heterogeneidade fenotipica (Nussbaum, 2007). A Sindrome de
Waardenburg foi descrita clinicamente em 1951, associada a surdez, distdrbios de
pigmentacdo e anomalias craniofaciais. Em 1971, Arias identificou em estudo clinico-
genético que algumas familias de pacientes com Sindrome de Waardenburg ndo tinham uma
anomalia craniofacial chamada telecanto, e nestas familias ndo ocorria fenda labiopalatina
podendo representar duas condic¢des distintas, que ficaram conhecidas como Waardenburg
tipo | quando havia telecanto na familia e tipo Il quando ndo havia. Somente em 1992
Tassabeji e Baldwin identificaram o gene responsavel pela Sindrome de Waardenburg tipo |,
0 PAXS, e em 1994, ela identificou que o gene que causa a Sindrome de Waardenburg tipo Il
era outro, o MITF, confirmando o que a identificacdo clinica de 30 anos antes sugerira.

Em 1950 Klein j& descrevera uma associacdo de defeitos de membros, alteracdo de
pigmentacdo e surdez, e foi considerado posteriormente como Sindrome de Waardenburg tipo
I11 devido ao componente neuromuscular. Em 1995, Zlogotora identificou que nesta condi¢édo
também ocorriam algumas mutacfes especificas do gene PAX3, configurando uma
heterogeneidade de locus como responsavel por esta variabilidade.

Portanto, a definicdo e classificacdo sindromica dependem de acuracia em se
estabelecer condigdes clinica similares etiologicamente relacionadas, assim como da nossa
capacidade de reconhecer os mecanismos potencialmente responsaveis pelas mesmas. O
desenvolvimento de novas tecnologias e a descoberta de novos mecanismos causadores de
adoecimento amplia nossa capacidade de reconhecer estas condi¢des e exige descri¢do clinica
mais acurada para saber até que ponto esses novos mecanismos podem ser moduladores de
expressao fenotipica. O instrumento mais adequado para o estabelecimento desta relacdo é
através dos estudos clinico-genéticos e investigagédo de correlagdo genotipo-fendtipo.

As semelhangas e diferencas identificadas através da minuciosa descri¢do clinica e

comparados através dos avangos tecnoldgicos no reconhecimento das alteracbes metabdlicas e
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moleculares permitem inferir e ajudar a identificar com maior precisao a etiopatogenia destas

condigdes.

Sindromes de Genes Contiguos

A Sindrome de Williams foi identificada como uma sindrome de genes contiguos. Este
termo foi cunhado em 1986, por Schmickel, e se relacionavam a perda de material genético
disposto consecutivamente em uma mesma regido cromossémica. O resultado clinico ndo
seria decorrente da mutacdo ou haploinsuficiénia de um Gnico gene, mas de diversos genes
dispostos lado-a-lado. Foram inicialmente discriminadas delecdes que fossem visiveis ao
cariotipo e aquelas consideradas alteracfes submicroscopicas. (Tommerup, 1993)

Com o avanco diagnostico e o desenvolvimento de novas técnicas diagndsticas, como
a técnica de Fluorescéncia por Hibridizacdo In Situ (FISH) e o aprimoramento da hibridizacédo
genémica comparativa (CGH) pela técnica de Array-CGH também foram sendo descritas
novas sindromes associadas a este mecanismo, seja através de microdelecdo ou
microduplicacdo. A estimativa de quais genes estdo envolvidos nestas alteraces da cadeia de
acido desoxirribonucleico (ADN) pode justificar as diferencas entre as sindromes de genes

contiguos clinicamente reconhecidas. (Weise, 2012)

ADN Repetitivo e Microssatélites

As regides associadas a Sindrome de Genes Contiguos sdo geralmente flanqueadas por
sequencias de ADN repetitivo, que durante a replicacdo celular pode gerar areas de
instabilidade do ADN, favorecendo a recombinacdo genética entre regides ndo homdlogas.
(Sharp, 2006) Este ADN repetitivo distribui-se por todo o genoma, podendo ser encontrado
em regides intragénicas, estando inclusive relacionado a patogénese de algumas sindromes,
como no caso da Sindrome do X-Fragil, Doenca de Huntington e ataxias espinocerebelares.
(Debaker, 2007) Na maior parte das vezes, entretanto, estas repeticbes encontram-se no
chamado ADN néo-codificante, que promovem alteracdes estruturais no genoma e servem

como sitios frageis para a quebra de ADN. (Sharp, 2006)
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Os microssatélites sdo um tipo especifico de ADN repetitivo baseado em um ndmero
de repeticdes de uma sequéncia de ADN de 2 a 4 nucleotideos (Vigueira, 2001).

Sua estrutura permite que essas regides sejam consideradas regides instaveis do ADN,
apresentando polimorfismo até mesmo intrafamiliar, isto €, 0 numero de repeticbes destas
copias podem variar no genoma de uma geragdo para outra, a taxas variaveis de 10 a 10.000
vezes maior que a de regides ndo repetitivas de ADN. (Verstrepen, 2005) Por ocorrem em
regides conservadas do ADN os microssatélites sdo amplamente utilizados como marcadores
de paternidade (Jeffreys, 1985), além de ajudarem a identificar areas relacionadas a sindromes

genéticas, demonstrando se ha integridade de uma regido especifica. (Nesi, 2011)

Técnicas de identificacdo de Sindrome de Genes Contiguos

Caridtipo em banda G

O cariotipo foi a primeira técnica a ser usada para identificar alteracdes genéticas e
consiste na avaliacdo dos cromossomos por microscopia optica, quando estdo condensados no
estagio de metafase ou em estagios mais iniciais de condensacgdo na fase de prometafase, que
permite a identificacdo de bandas ndo identificaveis pela técnica habitual (ICSN, 2013).

Para estes serem identificaveis é adicionada a cultura de tecido, usualmente linfécitos,
com ceélulas em replicacdo um inibidor do fuso acromatico, a colchicina. ApGs exposi¢do a
mesma esse material é colocado em meio hipotdnico e fixado com metanol e acido acético.
Apo6s 0 mesmo é exposto a tripsina e corado com Giemsa, permitindo a identificacdo do
padrdo de bandeamento G pela maior afinidade do Giemsa com regides com alta frequéncia
de bases de adenina e timina, dando um padrdo escuro as mesmas; enquanto, regides mais
ricas em bases de citosina e guanina identificam bandas claras do cromossomo (Couturier,
1981). Através desta técnica de bandeamento pode-se estimar que cada banda corresponda a
aproximadamente 6 Megabase (Mb) de ADN. (Vissers, 2005)
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Figura 1 — Cariétipo feminino normal, de paciente com Sindrome de Williams da nossa amostra

Nota: Este é o resultado esperado para Sindrome de Williams utilizando essa resolugéo citogenética.

Fluorescéncia por Hibridizacao “in situ” (FISH)

Esta técnica consiste em identificar a presenca de uma regido especifica do ADN,
através de uma sonda marcada com fluorescéncia, que durante o processo da cultura se
hibridiza com uma regido homologa e é capaz de identificar a mesma. Durante 0 processo
podem ser usadas mais de uma sonda, com a limitacdo de que cada sonda deve ser
identificada com uma coloracao diferente. (Duarte, 2013)

Este processo pode ser identificado mesmo em células em intérfase, mas quando usada
em metafase, com 2 sondas do mesmo cromossomo podemos com uma sonda controle
identificar o cromossomo a ser estudado, e com uma sonda de teste investigar a regido de
interesse relacionada a sindrome de genes contiguos. (Yoshida, 1992)

Técnicas mais sofisticadas, ainda restritas ao campo da pesquisa clinica, permitem o0
uso de diversas sondas de hibridizacdo ao mesmo tempo e analise por espectroscopia,
identificando diversas ondas de cor e regifes cromossdmicas simultaneamente, conhecido

como técnica do caridtipo espectral. (Belaud-Rotureau, 2003)
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Figura 2 — A sonda de FISH em verde marca o centrdbmero do cromossomo 7, e
hibridizou em 2 cromossomos, identificando-os e servindo como controle.
Ja a sonda de FISH para a regido 7g11.2, em vermelho, relacionada a
Sindrome de Williams, hibridizou em apenas 1 cromossomo 7, ndo sendo
identificada no outro (seta), confirmando a delecdo desta regido neste caso
da nossa amostra

Fonte: Disponibilizado para o autor pelo Laboratério de Genética Médica - IFF, 2013

Genotipagem de Microssatélites de ADN

A técnica da genotipagem de microssatélites consiste em identificar o nimero de
copias de uma determinada sequencia repetitiva de ADN do tamanho de microssatélites
através de diferenca de peso molecular do fragmento de ADN correndo em gel de agarose ou
por sequenciador automatico. Como sdo técnicas que usam fragmento de ADN, dispensam a
cultura de tecido para se identificar a regido de interesse.

Como descrito acima, as sequencias repetitivas de ADN compdem a maior parte do

genoma humano, e por muitas destas sequencias serem altamente polimérficas, podem ser
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utilizadas como modelos para investigacdo em medicina forense, oncologia e na identificacéo
da integridade de uma regido do genoma. Esta pode ser realizada comparando-se os alelos de
microssatélites de regides associadas ao cromossomo contendo 0s genes contiguos presentes
nos pais com aqueles esperados no filho com suspeita de delecdo. Como a técnica nédo
discrimina os homozigotos (com o mesmo numero de copias em ambos alelos) em relagdo
aqueles que s6 apresentam uma cépia por ter tido delecdo da outra, é necessério o estudo
genético dos pais para podermos interpretar a perda genética. (Gilbert-Dussardier, 1995)

Se como limitador para 0 uso desta técnica esta a necessidade de conhecer o genotipo
dos pais, e a possibilidade de resultados ndo informativos no caso de homozigotos, como
informacdes adicionais além da presenca ou ndo da delecdo, esta técnica permite estimar o
tamanho da delecdo, informando a distancia entre 2 alelos integros, além de informar a

origem parental da delecdo. (Dutra, 2011)

Figura 3 — Resultado de uma analise de microssatélites de um marcador para Sindrome de
Williams que ndo identifica microssatélites que obrigatoriamente seriam
herdados pelo pai. A ndo paternidade deve sempre ser investigada e confirmada
com diversos marcadores
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Fonte: Nesi, 2011
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MLPA e Hibridizacdo genbmica comparativa por micro-Array

MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) € uma técnica de analise
do ADN capaz de detectar desbalanceamentos submicroscopicos, que vem ha alguns anos
sendo usada com este fim. (Aten, 2008) O micro-Array CGH possivelmente se estabelece
como a principal técnica para avaliagio de sindrome de genes contiguos. E capaz de avaliar a
integridade do ADN de todo o genoma, na ordem de 6 kilobases (Kb) de ADN, comparando a
quantidade de ADN com um controle normal em uma plataforma analisadas por processador

automatico por um chip. A grande limitacdo dessas técnicas € o alto custo (Schaeffer, 2004)

Histérico da Sindrome de Williams

Descricdo Clinica e Morfoldgica

Os primeiros relatos clinicos relativos a esta sindrome surgiram com a descri¢do de
estenose supravalvar aortica associada a hipercalcemia idiopatica e déficit de
desenvolvimento por Fanconi em 1951 e Sissman em 1959. Esta condicéo clinica foi melhor
caracterizada pela ocorréncia de baixa estatura, atraso no desenvolvimento leve a moderado
com personalidade amigavel, dismorfias faciais que podem incluir labios espessos e infiltrado
periorbitario, cardiopatia estrutural, sendo a mais freqiente a ESVA, anomalias dentarias,
hipertensdo essencial e hipercalcemia idiopatica, tendo ficado conhecida com o nome de
Sindrome de Williams-Beuren (Williams, 1961, Beuren, 1962, Garcia, 1964).

Também foi descrito frequentemente nestes pacientes um temperamento hipersociavel,
e notada aptiddo para habilidades de linguagem e comunicacdo, a despeito do atraso do
desenvolvimento referente a outros campos do desenvolvimento. (Morris, 1988)

No campo sensorial sdo descritas algumas particularidades, como hipersensibilidade a
ruidos agudos e uma incidéncia aumentada na capacidade de distinguir tons musicais
(Martens, 2010). Trata-se de condicdo genética de ocorréncia esporadica, apesar de ja haver

sido relatado casos de heranca autossdmica dominante. (Jones, 2004)

Descoberta da etiologia da Sindrome de Williams

Até 1993 sua etiologia era desconhecida da comunidade médica. O mecanismo

etiopatogénico da Sindrome de Williams foi identificado como uma microdelecdo
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cromossémica (ndo identificAvel ao caridtipo convencional) que compromete uma regido
especifica do cromossomo 7 (7q11.23) envolvendo pelo menos 27 genes dispostos de forma
contigua. (Meng, 1998)

Esta descoberta s6 foi possivel devido a identificacdo de uma familia com uma
cardiopatia rara de carater familiar, a estenose supravalvar adrtica, que apresentava também
uma translocacdo aparentemente balanceada na regido 7ql11.23, com uma regido o
cromossomo 6, em 6p21.2. Nesta familia notou-se que aqueles que tinham a translocacéo,
com a perda provavel de um regido especifica do cromossomo 7, também apresentavam a
ESVA. Nesta regido encontrou-se um gene que poderia correlacionar-se com a cardiopatia, o
gene ELN, que transcreve a elastina, que poderia ter sofrido uma perda de funcdo com esta
quebra cromossémica. (Osborne, 1999)

Como os pacientes afetados com a SW também apresentam essa mesma cardiopatia
rara, investigou-se se os pacientes com SW também ndo apresentariam delecdo dessa regido, o
que acabou se confirmando, sendo o restante do quadro clinico explicado pela

haploinsuficiéncia dos outros genes contiguos dessa regido. (Ewart, 1993, Morris,1993)

Figura 4 — llustracdo representando as delecdes dos casos familiares de ESVA (SVAS) e de 2
pacientes com Sindrome de Williams Beuren (SW), com a perda do gene ELN
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Caracteristicas da Sindrome de Williams

Caracteristicas Genéticas da Sindrome de Williams

A delecdo cromossdmica que acarreta a Sindrome de Williams ocorre com essa
frequéncia estimada em estimada em 1:7500 a 1:25000 nascidos vivos (Hennekam, 2010;
Udwin, 1990) especificamente nessa regido do ADN pois € uma regido flanqueada por
sequencias de ADN repetitivo. Este é capaz de promover erros durante a replicacdo do ADN,
com a formacdo de algas e a exclusdo da parte do ADN entre essas regides repetitivas. Essa
instabilidade dessa regido pode causar delecBes ou duplicagdes da regido critica para a
Sindrome de Williams. (Stremme, 2002) Foram descritos pacientes com duplicagdo dessa
regido, alguns apresentam atraso de fala e de desenvolvimento, além de alteracdo de marcha,
mas outros tém um fendtipo muito brando e de dificil caracterizacdo. (Dixit, 2013)

Foram descritas inversdes dessa regido do genoma em alguns familiares de pacientes
com delecdo ou duplicacdo desta regido. Estes dados sugerem que essas regides repetitivas
flanqueadoras, que por apresentarem complementaridade entre si sdo conhecidas como
duplicons, teoricamente favoreceriam erros de pareamento desigual durante a recombinacao
meidtica. Entretanto, na maior parte das familias dos casos com SW este polimorfismo néo é
encontrado, mostrando que este ndo é o principal mecanismo causador da sindrome, mas pode

estar relacionado a ela. (Osborne, 2001, Morris, 2011)

Figura 5 — llustracdo representando as complementaridades das regides com sequencias de
ADN repetitivo idénticas (duplicons) flanqueando a regido critica da Sindrome de
Williams. A quebra na seta representa a regido de aproximadamente 1,15
Megabase de ADN néo repetitivo

f . . . . . . . . v
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Fonte: Hillier, 2003
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Genes da Regido Critica para a Sindrome de Williams

Os genes desta regido em haploinsuficiéncia sdo responsaveis pelo fenétipo descrito
da Sindrome de Williams. Entretanto é dificil determinar o quanto a auséncia de cada um
isoladamente ou o efeito da perda de interagdes secundarias destes genes e responsavel pelo
fenotipo. Para facilitar a avaliacdo, os genes estdo dispostos nesta apresentacdo da mesma
maneira que se encontram na regido 7911.23 comecando a partir do mais centromérico ao

mais telomérico.

NCF1C (neutrophil cytosolic factor 1C pseudogene; SH3PXD1C)

O NCF1C é um pseudogene do gene NCF1 que codifica uma subunidade da NAPH
oxidase de neutrdfilos. Este pseudogene carrega uma delecéo de dinucleotideo (delta-GT) no
éxon 2 que resulta na mudanca do quadro de leitura da proteina, com proteina final truncada.

Nenhuma das cépias do NCF1C parece ser expressa. O evento de recombinacdo entre
0 NCF1C e o NCF1 funcional pode inativar este ultimo e ocasionar uma doenca conhecida
como Doenga Granulomatosa Crénica (Heyworth, 2002).

GTF2IRD2B (GTF2I repeat domain-containing protein 2, Beta)

A proteina humana GTF2IRD2B em seu segmento N-terminal compartilha homologia
com a familia de fatores de transcricdo TF-1l. Analises de Northern blot e de PCR
identificaram expressdo ubiqua deste gene, maior em tecidos fetais do que adultos
observados. (Tipney, 2004).

POM121B (POM121 membrane glycoprotein B - pseudogene)

Este € um pseudogene homdlogo ao POM121 o qual supostamente € um componente
do complexo de poros nuclear responsavel pelo ancoramento e adesividade deste a membrana
(Funakoshi, 2007).

NSUN5

Este gene supostamente codifica uma metil-trasferase de mesmo nome e que tem
grande similaridade ao p120 (NOL1). O pl120 é um antigeno nucleolar associado a
proliferacéo (Strausberg, 2002).

TRIMS5O (tripartite motif-containing protein 50)

Em camundongos hé alta expressdo de Trim50 no estdmago e menor no testiculo. Foi
observado que a expressdo ectopica de Trim50 em camundongos tem foco citoplasmatico que

o localiza parcialmente com peroxissomos (Micale, 2008).
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FKBP6 (FK506-binding protein)

O gene FKBP6 apresenta homologia estrutural as imunofilinas FKBP, que sao
receptores celulares para drogas imunossupressivas como FK506 e rapamicina. Analises de
Northern blot detectaram o transcrito FKB6 em uma grande variedade de tecidos humanos
além de uma expresséo excepcionalmente alta no testiculo (Meng, 1998).

Através de estudos com camundongos foi sugerido que o Fkbp6 é um componente do
complexo sinaptonémico, essencial para a fertilidade em machos e para a fidelidade no
pareamento de homologos durante a meiose (Crackower, 2003)

FZD?9 (frizzled, drosophila, homolog of, 9)

Este gene codifica uma proteina de receptores transmembrana que se liga a proteinas
da familia wingless-type (Wnt), alterando a via metabdlica da beta-catenina. O gene FZD9 ¢
expresso predominantemente no cérebro, testiculo, olho, muasculo esquelético e nos rins
(Wang, 1997).

O estudo com camundongos revelou que o FZD9 desempenha fator critico no
desenvolvimento do hipocampo e pode ter relacdo com o fendtipo comportamental e do
desenvolvimento neural na SW. (Zhao, 2005).

BAZ1B (bromodomain adjacent to zinc finger domain, 1B; WSTF)

A proteina BAZ1B, também chamada de WSTF, demonstrou homologia com uma
grande variedade de fatores de transcricdo, pois 0s bromodominios sdo estruturas
caracteristicas de proteinas envolvidas na regulacdo transcricional dependente de cromatina.
A andlise de Northern blot deste transcrito revelou expressdo ubiqua em tecidos adultos, com
destaque para o coracdo, cérebro, placenta, masculo esquelético e ovario.

Foi identificado um complexo multiproteico (WINAC) que interage diretamente com
receptores da vitamina D (VDR) através da acdo do WSTF, podendo ser um gene modulador
para a hipercalcemia nos pacientes com Sindrome de Williams (Meng, 1998).

BCL7B (B-cell CLL/lymphoma 7B)

O BCL7B codifica uma proteina de apresenta alta homologia ao BCL7A aparentando
grande conservacao ao longo da escala evolutiva (Meng, 1998).

TBL2 (transducin-beta-like 2)

O TBL2 compartilha aproximadamente 40% de homologia com uma proteina de C.
elegans, sugerindo que este gene foi conservado durante a evolugdo. A expressdo deste gene
pode ser evidenciada em todos os tecidos com destaque para o cérebro, coragdo, placenta,

musculo esquelético e pancreas, onde esta se mostrou mais elevada (Meng, 1998).
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MLXIPL (MLX-interacting protein-like; WBSCR14)

O gene MLXIPL ¢ expresso em multiplos tecidos incluindo regides do cérebro e trato
intestinal. A proteina MLX, alvo de interacdo da MLXIPL, é um elemento chave da rede de
fatores de transcrigdo, e por isso suspeita-se que possa estar envolvida no retardo do
crescimento observado nos individuos SW (Cairo, 2001).

Foi descrito também que a proteina MLXIPL se liga a outras proteinas tipo MAX e
ativa, de maneira glicose dependente, elementos de resposta a carboidratos (ChoRE) nos
promotores de enzimas lipogénicas, controlando assim a transcri¢do destes genes (Meng,
1998).

VPS37D (vacuolar protein sorting 37, yeast, homolog of, D; WBSCR24)

A expressdo deste gene em camundongos € mais pronunciada no cérebro, rim e
musculo esquelético (Micale, 2008).

STX1A (Sintaxin 1A)

As vesiculas sinapticas armazenam neurotransmissores que sdo liberados durante a
exocitose regulada por calcio. As sintaxinas atuam no processo de fusdo das vesiculas
sinapticas e dos canais de célcio para a regido pré-sinaptica ativa destas membranas. As
sintaxinas também servem de alvo para a neurotoxina botulinica tipo C, uma metaloprotease
bloqueadora da exocitose e parece estar relacionda ao predisposi¢do ao diabetes mellitus nos
pacientes adultos com Sindrome de Williams (Lam, 2005).

WBSCR26 (williams-beuren syndrome chromosome region 26)

Este gene é expresso em uma grande variedade de tecidos, com maior expressdo
observada no intestino delgado, testiculos e figado (Micale, 2008).

CLDNB3 (claudin 3; clostridium perfringens enterotoxin receptor 2)

A proteina possui uma tendéncia a se concentrar nas juncdes adesivas quando
expressas em celulas de mamiferos. Conclui-se entdo que as proteinas da familia das
claudinas estdo envolvidas na formacdo das juncdes adesivas de varios tecidos (Paperna,
1998).

CLDN4 (claudin 4; clostridium perfringens enterotoxin receptor 1)

Assim como a CLDN3, a CLDN4 é uma proteina da familia das claudinas. Estas
proteinas sdo componentes das juncOes adesivas, que por sua vez sdo responsaveis pela
regulacdo do fluxo de ions e solutos para o espago paracelular evitando assim a mistura de

proteinas e lipideos na parte exterior da membrana plasmatica (Paperna, 1998).
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WBSCR27 (williams-beuren syndrome chromosome region 27)
A proteina codificada por este gene possui um dominio metiltransferase com alta

expressao no figado e rins (Micale, 2008).

WBSCR28 (williams-beuren syndrome chromosome region 28)

Anélises gendmicas mapearam este gene na regido 7q11.23. Andlises de vérios tecidos
de camundongos evidenciaram a expressao deste gene apenas nos testiculos, podendo se
correlacionar a criptorquidia ou infertilidade quando deficiente em humanos (Micale, 2008).

ELN (elastin)

As fibras elasticas sdo compostas de dois componentes distintos, um componente
amorfo mais abundante (elastina) e um componente microfibrilar. A elastina € composta em
grande parte por glicina, prolina e outros residuos hidrofébicos (Rosenbloom, 1984). A
elastina quando expressa de forma insuficiente pelas artérias, torna as mesmas mesmo
elasticas e mais frageis, resultando no espessamento das artérias. Outras caracteristicas da
Sindrome de Williams podem estar relacionada a alteracdo desta proteina, como hérnias
inguinais e umbilicais, voz grosseira e mesmo dismorfismos faciais (Ewart, 1993).

Através do estudo com camundongos pode-se observar que animais que ndo possuiam
0 gene ELN morriam de uma doenca arterial obstrutiva devido a grande proliferacdo de
celulas endoteliais e reorganizacdo da musculatura lisa (Li, 1998).

Dependendo da extensdo e do posicionamento da mutacdo ocorridas neste gene, pode
ocorrer um fendtipo conhecido como cutis laxa, que é geralmente causada por mutacdes
pontuais no ELN que culminam com a producdo de um transcrito anormal com perda da
funcdo elastica da pele em todo o corpo (Urban, 2005).

LIMK1 (LIM domain kinase 1)

A proteina LIMKL1 pertence a uma grande familia de proteinas LIM, que receberam
este nome por possuirem dominios LIM. Estes dominios consistem em estruturas altamente
conservadas ricas em cisteina e que possuem 2 dedos de zinco. Geralmente dominios que
possuem dedos de zinco estdo associados a interagdes com o ADN ou ARN, mas acredita-se
que os dominios LIM estdo envolvidos em interacGes proteina-proteina, podendo implicar em
diversas vias metabdlicas (Mizuno, 1994).

Por ndo possuir um peptideo-sinal e nem dominios transmembrana, a proteina LIMK1
provavelmente € um componente de alguma via de sinalizacdo intracelular, pois s&o

componentes usualmente encontrados em sinalizac&o extracelular (Tassabehji, 1996).
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Através do estudo genético em camundongos, foi observado que o LIMK1 é expresso
no sistema nervoso central durante a embriogénese (Proschel, 1995).

Familias com fenotipos parciais da SW, ESVA e déficit cognitivo visuoespacial
tiveram seu material genético estudado e foi observada uma delecéo parcial da regido SW que
englobava apenas os genes ELN e LIMK1. (Frangiskakis, 1996) Como a funcdo do gene ELN
ja é relativamente conhecida, concluiu-se que o déficit cognitivo visuoespacial estd associado
a delecdo do LIMK1 (Morris, 2003).

EIF4H (williams-beuren syndrome chromosome region 1; eukaryotic translation
initiation factor 4H)

A proteina EIF4H foi identificada em coelhos por sua capacidade de estimular a
traducdo da globina in vitro. Foi comprovado que ela também estimula as atividades ATPase
RNA dependentes de outras proteinas como EIF4A, EIF4B e EIF4. Sua sequéncia foi
comparada com a da proteina humana, demonstrando 100% de homologia (Richter-Cook,
1998).

LAT2 (linker for activation of T cells family, member 2; LAB; NTAL)

E expressa nos leucocitos do sangue periférico, placenta e pulmio. A anélise
imunohistoquimica demonstrou a expressdo de LAT2 em centros germinativos, linfonodos e
também em linfécitos B. Suspeita-se também que o LAT2 seja um homodlogo funcional e
estrutural do LAT, em células ndo T (Brdicka, 2002).

RFC2 (replication factor C, subunit 2)

A proteina RFC2 participa de complexo replicativo que controla a velocidade de
espacamento, e a atividade de reinicio das forquilhas de replicacdo nas células humanas, além
de ser necessario para a coesao entre cromatides irmas.

A delecdo da subunidade RFC2 pode entdo reduzir a eficiéncia da replicacdo do ADN,
0 que poderia ser um fator que contribua para o atraso do desenvolvimento observado nos
pacientes SW (Peoples, 1996).

CYLNZ2 (cytoplasmic linker 2; CLIP2)

Este gene possui pelo menos 7 éxons e codifica uma proteina que contém um
segmento altamente homologo a um sitio de ligacdo de microtabulos encontrado no dominio
N-terminal da restina, sugerindo assim que este transcrito desempenha papel importante na
dinamica dos microtubulos. E altamente expresso no sistema nervoso central, podendo se
relacionar a anomalias cerebelares que ocasionalmente podem afetar pacientes adultos com

Sindrome de Williams. Foi proposto que as proteinas de ligacdo citoplasmaticas medeiam a
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interagdo entre organelas membranosas especificas e o0s microtdbulos intracelulares
(Hoogenraad, 1998).

GTF2IRD1 (GTF2lI repeat domain-containing protein 1; GTF3)

Este gene, também conhecido como GTF3, é expresso em uma grande variedade de
tecidos humanos, tem alta expressdo durante a fase embrionaria. Por apresentar expressao
pronunciada nos tecidos muscular esquelético e cardiaco, foi proposto que este gene pode
estar envolvido no aumento da fatigabilidade observada nos pacientes com SW (Osborne,
1999).

Através da observacdo de um individuo que possuia uma delecdo atipica da regido
7911.23, a qual incluia o gene GTF3 sem incluir o restante da regido critica para a Sindrome
de Williams, pdde-se estabelecer uma relacao entre o0 GTF3 e o desenvolvimento craniofacial
e cognitivo ja que este individuo apresentava dismorfias faciais e déficit cognitivo
(Tassabehji, 2005).

GTF2l (general transcription factor Il-I; bruton tyrosine kinase-associated protein
135 TFII-1)

Este gene codifica uma das subunidades encontradas em uma familia de complexos
repressores multiproteicos que sdo capazes de silenciar genes através da modificacdo
estrutural da cromatina (Hakimi, 2003).

Apesar de ndo haver até 0 momento nenhuma informacdo indicando que a delecdo da
regido SW ocorre preferencialmente no cromossomo materno ou paterno, observa-se que
guando a copia remanescente do GTF2l € herdada do progenitor masculino ha uma menor
expressao deste gene, independente da idade ou sexo do individuo afetado sugerindo efeito de
imprinting gendbmico. Como também nota-se uma diferenga na expressdo do GTF2I entre
individuos afetados e normais € sugerido entdo um papel regulatorio para este gene (Collette,
2009).

Foi constatado que uma menina com um delec&o atipica desta regido, que mantinha as
copias do GTF2l integras, apresentava todas as caracteristicas classicas da sindrome, a
excecdo da personalidade amistosa além de possuir um déficit cognitivo bem mais brando.
Foi sugerido que este gene possui importante papel no desenvolvimento cognitivo e no
comportamento social observado na SW (Dai, 2009).

NCF1 (neutrophil cytosolic factor 1; P47-phox)

O fator citosdlico de neutrdéfilo 1 (NCF1), também conhecido como p47-phox
(fag6cito oxidase), € um componente do complexo NADPH oxidase. Em células que nao

possuem o complexo NADPH, as proteinas p47-phox se fundem, o que leva a um aumento da
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geragdo de superoxidos mimetizando assim o defeito citosélico observado em pacientes com
uma doenga conhecida como granulomatose cronica tipo 1 (Volpp, 1989).

Devido a hemizigose do gene da elastina, os pacientes da SW possuem uma grande
tendéncia a serem hipertensos. Porém foi observado que nos pacientes em que a delecéo
também englobava o gene NCF1 havia uma menor incidéncia hipertensdo, sugerindo que
nestes casos a auséncia de uma das copias do NCF1 pode ser um fator de protecdo. Ele esta

deletado em 40% dos pacientes com Sindrome de Williams (Del Campo, 2006).

GTF2IRD2A (GTF2IRD2)

A proteina GTF2IRD2 humana contém 949 residuos de aminoacidos e tem massa
molecular estimada em 107 kD, possui dominios que compartilham homologia com a familia
de fatores transcricionais TFII-1 (Tipney, 2004).

A andlise de pacientes portadores da SW que possuiam delecBes grandes o suficiente
para englobar o gene GTF2IRD2 mostrou que estes ndo apresentam diferencas fenotipicas

significativas dos pacientes com a delecdo classica (Tipney, 2004).

Origem parental

O erro genético causador da maior parte dos casos de Sindrome de Williams ocorre
durante a meiose, portanto espera-se, e tem sido encontrada, a mesma quantidade de origem
paterna e materna de delecBes. Por este principio identifica-se uma idade paterna mais
avancada nos familiares de pacientes com Sindrome de Genes Contiguos, uma vez que as
células germinativas destes passaram por mais processos de meiose durante a vida, podendo
acumular mais destes tipos de erros e passar para geracdes subsequentes.

Apesar de a ocorréncia esperada do evento ser igual entre as duas origens parentais, a
regulacdo dos genes de origem paterna ou materna, logo, de sua funcéo e nivel de atividade,
pode sofrer influéncia do processo de imprinting. Este processo decorre através de metilagéo,
e consequente silenciamento génico, diferencial durante a gametogénese masculina ou
feminina. Estima-se que 10% do genoma seja metilado e, portanto, devem ser investigadas as
possibilidades de esta regido também sofrer este tipo de processo. Para pelo menos o gene
GTF21 o efeito de origem parental pode ser verificado na literatura, ainda ndo havendo dados
suficientes quanto a expresséo diferencial de outros genes desta regido. (Collette, 2009)

Até 0 momento a maior parte dos trabalhos ndo haviam identificado diferencas

fenotipicas dependentes de origem parental (Wu, 1998), mas novos trabalhos além do da
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expressdo mensurdvel do gene GTF21 indicam que pode haver outros fatores associados,
tendo sido descrito que o evento da microcefalia poderia estar associado a heranca da perda da
regido da Sindrome de Williams por delecdo materna. Estes resultados indicam que devem ser
observados atentamente os eventos de origem parental na Sindrome de Williams por se tratar
possivelmente de regido com expressdo diferencial por imprinting genémico. (Del Campo,
2006)

Tamanho da delecao

A maior parte dos estudos identifica duas delecbes mais frequentes na sindrome de
Williams, uma de 1,55 e outra de 1,84 Mb de ADN. (Bayes, 2003) Entretanto, ha relato de
grande variabilidade nos tamanhos de delecbes atipicas, que podem causar variantes clinicas
dependentes de quais genes estdo em haploinsuficiéncia. (Osborne, 1999) Dele¢Ges muito
grandes, maiores que 2,4 Mb, estdo associados a déficit de desenvolvimento importante com

quadro cognitivo muito mais afetado (Marshall, 2008)

Caracteristicas Clinicas da Sindrome de Williams

Relacionaremos por grupo nosoldgico as principais caracteristicas clinicas associadas
a perda da regido supracitada. Nenhuma destas caracteristicas € patognomdnica ou obrigatoria
para o diagnéstico desta condicdo. Classicamente estdo envolvidos um facies caracteristico,
doenca cardiovascular, déficit do desenvolvimento cognitivo com comportamento

hiperssociavel caracteristico, alteraces enddcrinas e de crescimento. (Morris, 1999)

Caracteristicas Morfoldgicas da Sindrome de Williams

Os pacientes afetados pela Sindrome de Williams apresentam caracteristicas fisicas
peculiares, que levaram a ser conhecido como facies élfica. Estes pacientes apresentam fronte
ampla, estreitamento bitemporal, um enchimento supraorbital caracteristico, iris estrelada,
estrabismo, nariz curto e antevertido, nariz de ponta alargada, achatamento malar, filtro longo,
espessamento dos labios, boca grande com dentes pequenos e espagados, vVOz grosseira,
micrognatia e orelhas proeminentes. Além disso nota-se unhas hipoplasicas e halux valgo.
Quando criangas apresentam bochechas proeminentes e com o passar dos anos a face fica

mais alongada. (Hennekam, 2010, Jones, 2004)
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Caracteristicas Endocrinometabdlicas da Sindrome de Williams

Durante a infancia estes pacientes apresentam enorme dificuldade alimentar, por
muitas vezes necessitando investigacdo. Normalmente estas podem ser secundarias a refluxo
gastroesofagico, incoordenacdo de succdo, aversdo a texturas alimentares especificas. Estas
podem resultar em célica e constipacdo, agravadas pelos episodios de hipercalcemia. (Morris,
1988) A descricdo de doenca celiaca em pacientes com Sindrome de Williams foi identificada
em um trabalho como significativamente maior que o da populacdo geral (9,6% x 0,5% da
populagéo geral), evento que pode estar relacionado com infecgdes intestinais de repeticao.
(Giannotti, 2001)

A hipercalcemia é identificada em 15-50% das amostras de pacientes com Sindrome
de Williams, e acompanhada de hipercalcidria em 30%, podendo chegar a nefrocalcinose em
menos de 5 %. Deve-se acompanhar também as infec¢fes de trato urinario de repeticdo e
nefrolitiase, além do risco de desenvolvimento de diverticulos de bexiga. Cerca de 40% destes
pacientes tém bexiga neurogénica e enurese noturna. (Sammour, 2006)

Em 10% dos pacientes pediatricos se identifica hipotireoidismo e os adultos devem ser
acompanhados para hipotireoidismo subclinico e resisténcia insulinica. (Cherniske, 2004)

Cerca de 70% dos pacientes apresenta baixa estatura e possui um padrdo tdo
caracteristico que foi desenvolvido uma curva de crescimento especifica para 0s mesmos, com
pouco ganho de peso no inicio da vida, ganho puberal precoce, e estatura final abaixo do
percentil 3 (p3). (Martin, 2007)

Caracteristicas Neurocomportamentais da Sindrome de Williams

O comportamento dos pacientes com Sindrome de Williams € bastante caracteristico.
Apresentam defensividade auditéria e tatil (Van Borsel, 1997), além de comportamento
peculiar. Estes pacientes possuem uma tendéncia a ser excessivamente empaticos, amigaveis,
desinibidos, adquirindo o comportamento como se fosse o anfitrido de um cocktail. Mais de
70% destes pacientes apresentam fobias especificas, ansiedade e déficit de atencdo (Morris,
2010). Exames de neuroimagem com identificacdo de emissdo de positrons, marcando 0S
locais onde ha consumo de glicose mostram que a percepcao de medo destes pacientes ndo se
correlaciona com a de quem ndo possui a sindrome. (Meyer-Lindenberg, 2006) No campo
sensorial se descreve algumas particularidades, como hipersensibilidade a ruidos agudos e

uma incidéncia aumentada na capacidade de distinguir tons musicais (Martens, 2010).
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Apresentam atraso no desenvolvimento leve 75% dos pacientes com Sindrome de
Williams, com quociente de inteligéncia (QI) préximo a 70, semelhante em ambos 0s géneros,
sempre com mais deficiéncia em habilidades visuo-espaciais que as de linguagem. (Mervis,
2012) Em adultos identificou-se frequéncia aumentada de ataxia, dismetria e tremor, com
preservacdo da arquitetura do cerebelo. Entretanto, ha relatos de malformagdes de fossa
cerebral do tipo Arnold-Chiari I em alguns individuos (Pober, 2007)

Caracteristicas Cardiovasculares da Sindrome de Williams

A arteriopatia pela elastina ocorre em 80% dos pacientes com Sindrome de Williams e
pode afetar qualquer artéria, e existe o relato que pacientes do sexo masculino possuem risco
de lesBes cardiacas e complicacdes cardiologicas mais graves, possivelmente relacionado a
outros genes modificadores e a um risco maior de cardiopatia constrictiva em homens da
populagéo geral. (Sadler, 2001)

A cardiopatia estrutural mais comum é a ESVA, que costuma ir se agravando nos
primeiros 5 anos de vida. Caso ndo seja corrigida pode evoluir com hipertrofia cardiaca e
culminar em insuficiéncia cardiaca das camaras esquerdas. A segunda vasculopatia mais
frequente nesses pacientes é a estenose pulmonar periférica, mas esta tende a abrandar com a
idade. Os pacientes com Sindrome de Williams possuem também um risco 25 a 100 vezes
maior que a populacdo de apresentar morte subida por prolongamento do intervalo QT.
(Collins, 2010)

A prevaléncia de hipertensdo nos pacientes com Sindrome de Williams é de 40-50%.
Esta pode surgir em qualquer idade e deve ser pesquisada se ha relacdo com estenose da
artéria renal. (Deal, 1992)
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1 OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho é realizar uma descri¢cdo clinica em uma série de 8
individuos adolescentes e adultos jovens com Sindrome de Williams, correlacionando com o

estudo molecular visando uma correlacao genotipica-fenotipica.



32

2 JUSTIFICATIVA

Este trabalho pode informar se o tamanho, a posicao e a origem parental da delecéo se
correlacionam a apresentaces clinicas heterogéneas, apontando se h& genes candidatos nessa
regido que, quando comprometidos, se associem mais fortemente a algum aspecto do quadro
clinico. Ha poucos relatos na literatura da abordagem clinica a adolescentes com SW,
especialmente descrigcdes clinicas que abordem alguns aspectos especificos desta avaliagdo
como o estudo dos dermatdglifos e a estratificagdo da avaliagdo morfoldgica atraves de

estudos de origem parental e tamanho da delecdo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de Estudo

Este trabalho € um desdobramento clinico de um trabalho anterior de identificacdo de
delecbes em 7g11.23 em pacientes com suspeita clinica da Sindrome de Williams (Nesi,
2011). Este consistiu no emprego laboratorial da técnica de biologia molecular com
genotipagem por microssatélites na identificagdo de anomalias gendmicas em pacientes com
suspeita médica de Sindrome de Williams, comparando-a com a técnica de FISH. O trabalho
proposto € um estudo descritivo, do tipo clinico-genético, que visa reavaliar clinicamente
estes pacientes através da ficha clinica apresentada no final do texto e avaliar se 0 tamanho e
origem parental das dele¢fes gendmicas interferem na expressdo clinica da doenca, inferindo
possibilidades de aprimorar a correlacdo genotipo-fenotipo acima explanada.

Para tal estes pacientes foram reexaminados juntamente com seus pais, € com a sua
concordancia foram realizadas novas investigacoes clinicas e correlacionadas com os dados

moleculares obtidos.

3.1.1 Critérios de inclusdo

Pacientes com delecdo confirmada de genes da regido critica para Sindrome de
Williams através da técnica de genotipagem de microssatélites nos marcadores D7S672,
D752472, D7S2476 e D7S3015.

3.1.2 Critérios de exclusdo

Pacientes sem delecdo identificada na regido critica para Sindrome de Williams. E

pacientes que por qualquer motivo ndo queiram participar da pesquisa.
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3.2  Considerac0es éticas

Esta foi realizada no Instituto Fernandes Figueira nos conformes do Comité de Etica
desta instituicdo, sob o parecer do CEP-IFF/FIOCRUZ 101/00 e na CONEP n° 1723/2000.
Estes pacientes j& haviam participado de estudo clinico anterior, ndo necessitando ser
abordados temas como identificacdo de ndo-paternidade, uma consequéncia possivel do

estudo molecular para a investigacao da Sindrome de Williams.

3.3  Desenvolvimento e Aplicagdo de Ficha Clinica

Para a realizagdo desta pesquisa, os dados clinicos e laboratoriais foram incorporados a
uma ficha clinica, desenvolvida para este fim, tendo sido aplicada pelo pesquisador em cada
um dos pacientes durante consulta no ambulatorio de Pesquisa Clinica do Instituto Fernandes
Figueira, sendo os mesmos encaminhados com o fim de participar da pesquisa. Os exames
clinicos solicitados fazem parte do acompanhamento clinico sugerido para pacientes com SW
(Pagon, 2014). Ap6s o término da pesquisa as fichas clinicas serdo incorporadas aos

respectivos prontuarios. A ficha clinica aplicada encontra-se no anexo C deste trabalho.

3.3.1 Dados da histéria clinica do paciente

Para a coleta dos dados de histéria familiar foi utilizada a propria memoria familiar
como base de referéncia para esta pesquisa. Os campos abertos (encaminhado por:) e (idade
na suspeita diagnostica) foram preenchidos segundo o relatante, normalmente indicando o
quadro clinico inicial que levou a suspeita da sindrome e o profissional que a solicitou.

A informacdo da data de nascimento dos pais em genética € um dado relevante que
merece ser investigado devido a um conhecido efeito de doencas génicas, associado mais
fortemente a idade paterna avancada.

Os dados de peso ao nascimento e parto também eram de preenchimento livre e a

idade gestacional foi considerada somente como “a termo”, “pré-termo” e “poOs-termo”
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mesmo para aqueles que dispunham da data em semanas pelas técnicas de Ballard, Capurro
somatico ou por dados ultrassonograficos pré-gestacionais.

Da mesma forma questdes como (Uso de medicacdo?) e (Internaces?), eram
precedidas de campos sim ou néo, e, quando questionado, o relatante era informado que uso
de medicac0es referia-se a medicac6es habituais.

Os dados (dificuldade alimentar na infancia), (vomitos), (constipacédo), (baixa
estatura), (dificuldade de ganho de peso), (hipertensdo arterial sistémica), (hipercalcemia) e
apresentavam campos de resposta fechada (sim) ou (ndo), e, quando solicitado, os pacientes
eram atendidos e a pergunta podia ser verbalmente formulada com uma definicdo mais
simplificada do significado, como por exemplo, para referir-se a hipercalcemia péde ser
substituido por “ele teve por algum momento da vida aumento dos niveis de calcio do
sangue?”, levando a um resultado mais fidedigno. Todos os dados marcados de histdria

clinica foram repassados consensualmente com os relatantes.

3.3.2 Dados morfoldgicos

Os dados morfolégicos foram preenchidos segundo critérios técnicos que merecem ser
discriminados com fins de reprodutibilidade da pesquisa.

As estaturas e pesos de pai e mae foram medidas em régua estadimétrica de balanca
eletronica de solo Micheletti, calibrada compartilhada entre o ambulatério de pesquisa clinica
e a pediatria. Quando havia indisponibilidade da afericdo pela auséncia de um dos pais, 0s
dados informados pelos familiares ndo foram desconsiderados.

As medidas antropométricas do paciente foram todas realizadas pelo pesquisador,
tomadas com a mesma fita métrica propria do ambulatério, com metodologia segundo
ilustrado e orientado em Jones, 2004. S&o elas: perimetro cefalico, incluindo-se o perimetro
cefalico dos pais, distancias intercantais interna e externa, além de interpupilares. O
resultando em percentil corrigido pela idade utilizado também esta disponivel na mesma
referéncia e permitem inferir dados morfoldgicos como hipotelorismo ocular ou telecanto.

A descricdo pontual indicando presenca ou auséncia dos dados de morfologia foram
preenchidos pelo pesquisador baseado nos critérios estabelecidos para este fim disponiveis na
literatura especializada (Jones, 2004, Hennekam,2010, Nussbaum, 2007). S&o estes

(Estreitamento bitemporal), (Regido periorbitaria tipica em SW), (Fronte proeminente),



(Achatamento malar), (Bochechas proeminentes), (Raiz nasal baixa), (Filtro Longo), (Nariz
curto e antevertido), (dentes pequenos e espacados), (l&bios espessos), (Hérnia umbilical ou
inguinal), (Bocarra), (Contraturas articulares), (Voz grosseira), (Clinodactilia de 5°
quirodactilo), (estrabismo), (unhas hipoplasicas ou distréficas), (iris estrelada), (pectus
excavatum) e (halux valgo). Estas foram preenchidas a critério do pesquisador e todos 0s
pacientes concordaram com o registro fotografico, tendo também preenchido este campo em
Termo de Consentimento.

Também foi realizada investigacdo dos dermatoglifos digitais nos pacientes e em
ambos os pais. Estes foram posicionados sequencialmente na ficha clinica separados de méo
direita e esquerda, a partir do primeiro quirodactilo em posi¢do anatdbmica (polegar) para o
quinto (dedo minimo). A classificacdo utilizada para esta investigacdo de dermatdglifos
seguiu a orientacdo da presenca de trirradios em base digital, se uni ou bilateral, além da
presenca de centros de imagem. (Jones, 2004, Stevenson, 2006) Assim, podemos ter cinco
tipos de imagem descritas neste modelo: Arcos, quando ndo ha trirradios na imagem digital,
Alcas Cubitais (trirrddio em regido radial), Alcas Radiais (trirrddio em regido cubital),
Verticilos (dois trirradios e um centro de imagem), Dupla Alca (dois trirradios e dois centros

de imagem).

Figura 6 — Representacdo dos tipos mais comuns de dermatdglifos, em ordem: Verticilos,
Alcas e Arcos.
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Fonte: Jones. 2004: adaptado pelo autor.

3.3.3 Dados clinicos

Foram também observados dados clinicos paramétricos desses pacientes. H4 um lugar
na ficha clinica para os dados genéticos, com o resultado do FISH, além dos marcadores de
microssatélites utilizados nos referidos pacientes. Estes foram dispostos em linha, e aqueles

gue pertencem a Regido critica para a Sindrome de Williams, como representados abaixo,
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foram grifados em negrito. Para cada campo h& as opg¢des de regido Normal (com
microssatélites de ambos os pais), Delecdo materna (técnica identificou presenca do alelo
paterno e confirmou delecdo do alelo materno), Delecdo Paterna, N&o Informativo (ndo
discrimina homozigose de hemizigose) aléem da opcdo N&o Realizado. Este esquema

representa aproximadamente quais genes estdo proximos aos marcadores.

Figura 7 — Esquema do posicionamento dos marcadores de microssatélites de ADN utilizados
neste trabalho em relacéo a regido critica da Sindrome de Williams
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Fonte: Osborne. 2001; adaptado pelo autor.

Além destas avaliacGes, foi medida a Pressdo Arterial em milimetros de mercurio
(mmHg) em ambos 0s membros com manguito adequado para 0 comprimento do membro em
aparelho da marca Premium, do ambulatério de Pesquisa Clinica, como houve medida de
Peso em Kg em balanca eletrénica de solo em sala de medida de peso compartilhada com o
ambulatério de pediatria. Foi também avaliada pela rotina do préprio hospital os seguintes
exames Séricos necessarios ao acompanhamento dos pacientes com Sindrome de Williams:
(Hemoglobina), (T4 Livre), (TSH), (Ureia), (Creatinina), (Calcio Sérico), (Fo6sforo),
(Magnésio), (Fosfatase Alcalina), (Hemoglobina Glicada), (Glicemia de Jejum), (Colesterol),
(Triglicerideos), (HDL) e (LDL). Apesar de ndo dispormos de (Osteocalcina), (Vitamina D) e
(Paratormdnio), solicitamos com fins de analisar 0 metabolismo do calcio nestes pacientes,
mas ndo tinhamos como oferecer laboratdrio que realizasse esta avaliacao.

Havendo, disponibilidade de avaliacdo de densitometria Ossea, técnica que permite
identificar além da capacidade de calcio nos 0ssos, pode inferir status nutricional, ambos
importantes de serem avaliados nos pacientes com Sindrome de Williams, solicitamos esta

avaliacdo e expomos o resultado da Densidade Mineral Ossea Total e Contelido Mineral
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Osseo, que interferem para o estabelecimento do Z-escore, relacionado ao peso e idade do
paciente. Também foi aferida gordura corporal, normalmente de até 22% da massa corporal.
O equipamento em que esta foi realizada foi o Lunar iDXA ME+200265 e as analises
densitométricas foram realizadas segundo recomendacdo da OMS 1994, ISCD 2005 e
posicdes oficiais 2008 da SBDENS.

3.3.4 Dados neurocomportamentais

Estes dados foram coletados baseados na historia familiar, @ mesma maneira dos dados
de histéria clinica. Foram colocados a parte devido a grande especificidade que apresentam
esses dados nos pacientes com Sindrome de Williams.

Séo eles: (hipotonia na infancia), (microcefalia), (hiperacusia), (personalidade muito
amigavel), (transtorno de ansiedade), (loquacidade) e (atraso no desenvolvimento). Estes
apresentavam campos de resposta fechada (sim) ou (néo), e, quando solicitado, os pacientes
foram novamente inqueridos por uma definicdo mais simplificada do significado, como por
exemplo, para referir-se a hipotonia poéde ser substituido por “ele era mais molinho na
infincia ¢ demorou mais tempo que os outros para firmar o pescoco?”, levando a um
resultado mais fidedigno. Também nesse caso, todos os dados de avaliacdo

neurocomportamentais foram repassados consensualmente com os relatantes.
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4 RESULTADOS

4.1 Amostra

Foram chamados para este trabalho todos os 19 pacientes com delecédo avaliados pela
técnica de genotipagem de microssatélites no Instituto Fernandes Figueira, procedimento
realizado no hospital desde 2005. Eles foram contatados através do telefone do prontuario e,
qguando nao houve contato telefénico, foi enviado um telegrama ao endereco que constava no
prontuario. Destes pacientes 1 evoluiu para o 6bito por pneumonia, 1 se recusou a participar

da pesquisa e 10 n&o retornaram com qualquer modo de contato.

4.2  Resultados da ficha clinica-genética

Os resultados serdo apresentados na forma de tabela para este estudo de descri¢do
clinico-genético. Baseado no resultado do molecular a exposicdo dos resultados sera exposta
com trés diferentes colunas. Na primeira colocaremos a paciente que apresentou uma delecao
atipica, de origem materna, na coluna central estardo os outros pacientes com delecéo tipica
de origem materna e na Ultima coluna estardo os pacientes com delecdo tipica de origem
paterna. Vale lembrar que o nimero amostral ndo permite comparacBes estatisticamente

significativas entre 0s dois grupos.

4.2.1 Dados Genéticos

Quadro 1 — Apresentacdo dos resultados dos dados genéticos dos pacientes. A primeira coluna
representa a paciente com delecdo materna atipica, a segunda os demais pacientes com
delecdo materna e a terceira contempla os pacientes com delegdo tipica paterna. Os
marcadores para a regido critica para a Sindrome de Williams estdo grifados em negrito

Informag3o Genética / Paciente (cddigo) 2 7 13 5 10 21 24 3
FISH ish (LPU 011) x1 ish (LPU011) x1 ish [LPU D11} x1
Marcador D752429 Norm MNorm Norm Norm Norm Norm NI NI
Marcador D752512 Norm Norm NI Norm Norm MNorm NI NI
Marcador D7S672 Norm Norm Norm Norm Norm NI Norm Norm
Marcador D752476 Del M Del M NI NI NI NI Del P Del P
Marcador D753015 Del M Del M Del M Del M Del P Del P Del P NI
Marcador D752472 Norm DelM Del M Del M Del P NI NI NI
Idade Paterna ac nascimento 49 38 27 27 27 31 27
Idade Materna ao nascimento 33 24 26 21 27 28 22 24
Idade de suspeita do diagndstico 7 5 10 13 6 5 0 1
Sexo F F M M F M M M
Peso de nascimento 2420 2910 2900 3350 2140 2450 2700
Modo de parto Vaginal Vaginal Vaginal Cesariana Cesariana Vaginal Vaginal Vaginal

Morm - Bialelismo para microssatélites; Del M - Monoalelismo paterno; Del P - Monoalelismo materno; NI - N3o informativo

Fonte: Serao, 2014.
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Quadro 2 — Apresentacao dos resultados dos dados morfolégicos dos pacientes

4.2.2 Dados Morfolégicos

Labios espeszoz

Firro nazal longo
Dermatogifos: V - Verticilo / AC - Aiga Cubital / AR - Aics Racial / DA - Dupia aigs / aco - 87co

*- Astigmetizmo ¢ Nipermetropia / * Miopis / * - Extradizmo/ - Ectacia pelocaiacens e disto rens!

Fonte: Serao, 2014
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Figura 7 — Fendtipo facial caracteristico da Sindrome de Williams. Regido periorbitaria tipica,
labios espessos, dentes espacados
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Figura 8 — Fendtipo facial dos pacientes com Sindrome de Williams

Fonte: Serao, 2014




Figura 10 — H&luces em valgo bilateralmente

4.2.3 Dados Enddcrinometabdlicos

Quadro 3 — Apresentacao dos resultados dos dados endocrinometabdlicos dos pacientes.

Dados Endocrinometabdlicos / Paciente{codigo) 2 7_ 13 5_ 1_0 21 Zi 3
Estatura paciente 140 162 151 153 | 1555 129 155 162
Estatura pai 162 oe7 167 175 1”71
Estatura me 153 162 150 | 158 169 162
Peso paciente 535 37,3 425 87 | 495 295 58 62,2
Vémitos s N S N N 3 S N
Constipagio N s s s 1 s N N s
Dificuldade alimentar 3 s S s LS s N s
Dificuldade de ganho de peso 3 S s s , N s N s
Baixa estatura s N N S PN s s N
Hipercalcemia S S N N 1 S S S N
Hemoglobina 142 131 129 12 | 125 143 155 16,1
Ureia 20 19 33 21 123 23 29
Creatinna 0,77 0,56 0,74 08 | 057 0,62 1,11
1 14,01 10,13 9,77 101 ! 1314 9 11 1
tsh 3,33 5,66 35 68 1 355 5,88 6,66 4,88
Célcio 11,47 10,2 9,89 10 ! 102 11,2 97 10
Fésforo 3,32 41 43 46 4 6,1 44 43
Magnésio 2,07 2,24 1,59 201 | 185 2,31 22 2,2
Fosfatase Alcalina 209 167 170 194 1 187 62
Osteocalcina | 23
Vitamina D ! 15
Paratorménio | 159
Frutosamina 312 3,53 2,9 '
Glicemia de Jejum 120 92 102 97 195 87 95
Colesterol total 137 159 179 179 | 126 103 253
Triglicerideos 174 7 26 17 ' 64 30 82
HDL 50 42 47 4 149 55 55
oL 102 ! 42 182
Medicagio s N s s N N s N
Internagdes s s N s s s s s
Percentual de gordura 375 2,2 17,8 1 313
Corpo inteiro DMO 1,236 0942 0,954 ' 0,962
Corpo inteiro CMO 1974 11776 1327 ! 1932
Corpo inteiro - Z-escore 11 -0,8 08 1 -1,7
Coluna total DMO 1,332 1,021 0,862 ! 0,939
Coluna total - Z-escore 08 038 1,7 1 1,9
Colo do fémur - DMO 1,086 0,855 0,985 ' 0,913
Colo do fémur - Z-escore 01 1,2 04 l 1

*-Brometo de propantelina / * - Ritalina e Ac Félico / * - Atenolol e captopril / *- Furosemida
* - Pneumonia e Hémnia/ *- Hérnia /7 - Bronquilite e sepse /* - Hérnia e drurgia cardiaca /* - Bronquiolite /* - Cirurgia cardiaca e Adenoide /* - Fimose




4.2.4 Dados Cardiovasculares

Quadro 4 — Apresentacdo dos resultados dos dados cardiovasculares dos pacientes.
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Dados Cardiovasculares / Paciente (cédigo) 2 7 13 5 10 21 24 3
PA MSE méx 130 100 110 125 115 90 120 120

PA MSE min 80 80 70 80 55 65 70 70
PA MSD méx 115 90 110 135 125 100 115 115

PA MSD min 70 75 75 85 65 60 65 80

Estenose Supravalvar Adrtica N N N N S N N N

Outras cardiopatias N N N N N N s! 52

Hipertensdo S N N S S N S N

Cardiopatias: ' - Estenose pulmonar / 2 - Valvula adrtica bictspide

4.2.5 Dados Neurocomportamentais

Quadro 5 — Apresentacdo dos resultados dos dados neurocomportamentais dos pacientes

Dados Neurocomportamentais / Paciente (cédigo) 2 7 13 5 10 21 24 3
Perimetro Cefalico 52 51 52 57 52 51 54 54
Perimetro Cefalico pai 54 56 55 57 56
Perimetro Cefalico mae 56 55 55 55 57 54

Atraso nos marcos do desenvolvimento S S S S S S S S
Retardo Mental S S S S S S S S

Hipotonia na infincia S N S 5 N N S S
Microcefalia N N S N N N N N
Personalidade amigavel S S S N N S S N
Hiperacusia S S S S S S S S

Ansiedade S S S S S S S S
Hiperatividade S S N S N N N N
Loquacidade S S S N S S S S

Fonte: Serao, 2014
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5 DISCUSSAO

Os estudos descritivos clinico-genéticos de correlacdo gendtipo-fendtipo sdo uma
ferramenta fundamental para o entendimento do processo de formacdo humana, e,
consequentemente, para o processo de adoecimento. (Vargas, 1994) Além do componente
tecnoldgico necessario para realizar adequadamente a avaliacdo genética, seja citogenética ou
molecular, eles valorizam enormemente a avaliacdo clinica realizada pelo médico geneticista.

Observando a historia da genética clinica, pareceria pouco provavel que em um centro
médico da Ameérica Latina nos anos 70 se descreveria um subtipo da doenca de
Waardenbourg, a principal causa de surdez genética sindromica. Apesar de descrita desde
1951, somente em 1971, reavaliando minuciosamente diversas familias com esta condi¢éo o
professor venezuelano Sergio Arias sugeriu que haveria dois tipos da sindrome, uma que
cursava com telecanto e poderia se associar a fenda labiopalatina, enquanto naquela em que
este ndo ocorria, também ndo se encontravam fissuras faciais. Somente nos anos 90 se
confirmou que, apesar de se tratar de condicdes da mesma via metabdlica, 0s genes
causadores destes tipos da Sindrome de Waardenboug sdo diferentes. Apesar de ndo ser um
dos principais centros tecnoldgicos da época, esta descoberta deu-se em solo venezuelano pela
persisténcia e qualidade técnica dos geneticistas clinicos latinoamericanos.

Permanecemos numa situacdo de inequivoca disparidade tecnolégica com os grandes
centros produtores de ciéncia mundiais. Ndo dispomos em nosso servico publico de técnicas
de andlise de expressdo génica, do exoma, sequer podemos solicitar a pesquisa de micro-
Array em nossa unidade caso haja a suspeita de uma microdelecdo cromossdmica inespecifica
com citogenética convencional normal. Com muito custo conseguimos realizar a técnica de
FISH para algumas condi¢Ges quando ha a presenca de sonda disponivel. Resta-nos tentar
explorar o maximo de nossa observacao clinica para utilizar da melhor forma o que temos.
Neste sentido os estudos clinico-genéticos de correlagdo gendtipo-fendtipo sdo um
instrumento de valorizacdo da avaliacdo clinica realizada pelos pesquisadores em genética
médica, mesmo quando ha a dificuldade tecnolégica, que estimula o clinico a realizar sua
avaliacdo de maneira ainda mais aprimorada.

Durante a realizacdo deste trabalho, mesmo técnicas relativamente simples, como a
pesquisa de densitometria 0ssea que dispinhamos no inicio das avaliacOes, tiveram de ser
suspensas seja por problemas mecanicos ou pela falta de profissional habilitado para realizar o
procedimento. Este foi um dos fatores que dificultou a realizagdo da avaliagdo

osteometabdlica dos pacientes com S. de Williams. A indisponibilidade de avaliar o
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paratormdnio e da vitamina D séricos, e a ocasional falta de reagentes para alguma das
andlises € outro. Além disso, um dos pacientes se recusou a realizar novos exames de sangue.

Felizmente com a disponibilidade de avaliacdo dos dados moleculares e atraves dos
dados antropométricos e morfoldgicos podemos estabelecer alguns dos mais relevantes
parametros associados a Sindrome de Williams.

Uma das vertentes cientificas que volta a ser estudada com entusiasmo pela literatura é
0 padrdo dermatoglifico. Por se tratar de modelo individual, caracteristico e geneticamente
determinado, com padrdes especificos em diversas condi¢des clinicas, pode ser um marcador
do processo de neurodesenvolvimento, sendo inclusive utilizado para estudos de imprinting e
efeitos de origem parental. (Ahmes-Popova, 2014; Divakaran, 2013) Possivelmente um dos
fatores que contribuiu para este retorno ao estudo dos dermatdglifos € a atual possibilidade de
coletar as amostras por aparelhagem eletrénica, por ultrassonografia ou outros métodos, ndo
havendo mais necessidade de realizar a trabalhosa coleta manual. Um evento limitador para o
uso e interpretacdo dos dermatoglifos na clinica é o fato de ndo podermos diferenciar se 0s
eventos observados em diversas sindromes € determinado geneticamente pela alteracédo
genética causadora de doenca ou se é devido ao mesmo padrdo dermatoglifico dos pais.
Interpretacdo que fica ainda mais dificultada devido a estimativa de ndo-paternidade referida
na populacdo geral que se aproxima de 10% (Macintyre, 1991). No presente estudo esse
evento foi minimizado pois a técnica de genotipagem de microssatélites confirma a
paternidade referida, tornando-se um étimo modelo para a pesquisa parental de dermatoglifos
em pacientes com Sindrome de Williams.

Em estudo com 115 pacientes em 1994, Rodewald demonstrara que o0 padréo
dermatoglifico digital mais caracteristico da Sindrome de Williams é o excesso de verticilos
em todos os dedos, sendo estatisticamente significativa a variancia encontrada entre o0s
pacientes com a sindrome e o grupo controle. (Rodewald, 1994) Em nosso trabalho
identificamos que somente uma paciente ndo apresentou o padrdo dermatoglifico mais
caracteristico, com somente 2 verticilos no padrdo digital, enquanto todos os outros
apresentavam 5 ou mais verticilos digitais, com média de 8 verticilos por paciente neste
grupo. Entre os pais dos pacientes com Sindrome de Williams a frequéncia de verticilos € de
cerca de 3,6 verticilos por paciente. Esta paciente apresenta uma delecao atipica para a regido
da Sindrome de Williams, apresentando bialelismo para o marcador D7S2472, mostrando que
essa porcdo da regido critica para a Sindrome de Williams permanece bialélica, enquanto as
demais estdo deletadas. Nesta regido encontra-se o0 gene GTF2IRD1, que é expresso no

periodo embrionario, principalmente no tecido musculo-esquelético.
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Podemos inferir através destes resultados que o gene GTF2IRD1 pode ser um dos
genes que interfiram no processo de formagdo da musculatura subjacente as cristas dérmicas,
pois se expressam no periodo em que estas sdo formadas e a movimentacdo intrauterina
parece interferir na determinacdo do modelo dermatoglifico digital final. Devido a limitacao
amostral deste estudo, a investigacdo do padrdo dermatoglifico de mais pacientes,
principalmente daqueles que também tenham delecGes atipicas com bialelismo para o gene
GTF2IRD1 pode nos ajudar a quantificar o impacto que essa alteracdo pode causar na
expressao dermatoglifica. Este gene isoladamente ndo deve ser a causa das expressoes
fenotipicas da Sindrome de Williams, uma vez que mesmo estando integro na paciente, ela
também apresenta o estreitamento bitemporal, o coxim periorbitario aumentado, além dos
labios espessos, configurando o facies tipico associado a esta sindrome. Este gene também
interage com a proteina Rb1 e esta alterada em algumas mutacGes somaticas de neoplasias de
estdmago. (Yan, 2000)

Outro gene que também estd integro nessa paciente com delecdo atipica é o gene
GTF2I, cuja expressdo fenotipica in vitro é mais evidente quando proveniente de delecdo
paterna e se relacionaria a alteragdo comportamental e personalidade amistosa dos pacientes
com S. de Williams. Como a delecdo desta paciente € materna, pode-se explicar a ndo
variabilidade da mesma em relacdo aos demais pacientes com Sindrome de Williams. Ferrero
(2010) identificara um paciente com delecdo atipica da regido da Sindrome de Williams com
cerca de 1 Mb de ADN, que ndo apresentava as dismorfias faciais de forma tdo caracteristica
nem atraso no desenvolvimento significativo e atribuiu este achado a hemizigose de
GTF2IRD1 e GTF2I. A revisdo deste caso por Delgado (2013) mostrou que o gene GTF2lI
estava integro nos dois alelos e 0 GTF2IRD1 parcialmente deletado em apenas um.

Apesar de nossa limitacdo amostral, quanto ao restante de nossa avaliacao
morfologica, ndo parece ter havido influéncia de origem parental quanto as demais
caracteristicas, seja peso de nascimento, proporcdes entre distancias interoculares ou estatura
final.

Na avaliacdo de dados endocrinometabolicos houve uma dificuldade técnica com a
suspensdo das densitometrias 0sseas e sem a avaliacdo de vitamina D e paratorménio, a
comparacéo entre o metabolismo do Calcio se tornou impossivel, podemos apenas sugerir que
a hipercalcemia deva ocorrer de maneira semelhante independentemente de origem parental.
Da mesma maneira o hiportireoidismo subclinico e a hiperglicemia ndo podem ser

comparadas.
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A avaliacdo da presenca de hipertensdo arterial, cardiopatia e de variagdo de presséo
arterial entre os dois membros também ¢ limitada devido a insuficiéncia amostral.

Na literatura se sugere que a presenca de microcefalia associada a Sindrome de
Williams seria mais frequente quando esta se desse por delecdo materna, o que nao pdde ser
ratificado por este estudo. Apesar de haver diversos estudos na literatura que identificam a
presenca de déficit de atencdo e hiperatividade e sua resposta a terapéutica (Martens, 2013;
Green, 2012), em nosso pequeno grupo parece haver uma predilecdo para a ocorréncia de
hiperatividade nos pacientes cuja heranca da delecdo foi paterna. Novamente, mais estudos
comparativos entre pacientes com Sindrome de Williams com delecdo de origem paterna e
materna podem corroborar o efeito de origem parental para estas condi¢des especificas.

Este trabalho, apesar de sua limitacdo amostral, serve como sonda para identificar o
estudo de quais destas caracteristicas podem ser mais aprofundadas, sendo de grande interesse
a investigacdo da alteracdo dermatoglifica, no qual se identificou uma variagdo rara
dermatoglifica, justamente em uma paciente com uma delecdo atipica dentro da regido mais
comumente deletada em todos os pacientes com Sindrome de Williams, que preserva um gene
expresso no tecido osteomuscular no periodo embrionario, dando robustez para a hipotese que
a haploinsuficiéncia deste gene pode interferir no processo morfoldgico da formacéo

muscular.



49

CONCLUSAO

Apesar da limitacdo em nossa amostra, identificamos diferencas de carater
morfolégico diretamente relacionada ao tamanho da delegdo, principalmente no referente a
avaliacdo dermatoglifica caracteristica de pacientes com a sindrome. A etiologia desta
variacdo pode ser devida ao bialelismo do gene GTF2IRD1, de expressdo embrionaria no
tecido osteoarticular, diferentemente do que ocorre na maior parte dos pacientes com
Sindrome de Williams.

A origem parental da delecdo causal de Sindrome de Williams pode interferir em
alguns processos neurocomportamentais, como na presenca de microcefalia e hiperatividade.
Apesar de terem ocorrido mais eventos de cardiopatia estrutural em nossa limitada amostra,
por se tratar de tema amplamente abordado na literatura consideramos como secundario a
evento estocastico.

O estudo comparativo entre algumas caracteristicas de pacientes com Sindrome de
Williams citadas neste trabalho com uma maior casuistica pode ajudar a determinar o papel

especifico de alguns genes e do processo de imprinting na formacao humana.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
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Projeto:
Estudo Clinico-Genético e correlacdo Genétipo-Fendtipo em pacientes com Sindrome de Williams
Instituicdes:

Hospital Universitario Pedro Ernesto, UERJ, RJ
Instituto Fernandes Figueira, FIOCRUZ, RJ
Pesquisadores:
Dr. Cassio Luiz de Carvalho Serao, MD
Dra. Claudia Braga Monteiro, MD, PhD
Dr. Juan Clinton Llerena Junior, MD, PhD
Contato:
cassioserao@iff.fiocruz.br
(21) 2554-1709 — Departamento de Genética Médica do Instituto Fernandes Figueira
(21) 2334-2071 — Nucleo de Estudos da Saude do Adolescente (NESA) — Hospital Universitario Pedro
Ernesto, Av. 28 de setembro, 109 — fundos. Vila Isabel, Rio de Janeiro — CEP 20551-030

NOME DO PACIENTE:

DATA DE NASCIMENTO: PRONTUARIO:
CODIGO DA PESQUISA:

O Hospital Universitario Pedro Ernesto (UERJ) e o Departamento de Genética Médica do Instituto
Fernandes Figueira (IFF/FIOCRUZ) convidam os pacientes com o diagndstico de Sindrome de Williams
para participar deste projeto de pesquisa. O presente projeto disponibiliza novas metodologias de
diagndstico genético para a Sindrome de Williams, com o intuito de estabelecer um diagndstico de
causa (etiologia) e ampliar os conhecimentos clinicos decorrentes da alteragdo genética.

Este estudo beneficiard as familias através dos diagndsticos encontrados, do acompanhamento
clinico decorrente deste e também através do aconselhamento genético e planejamento familiar que
sera feito a partir desta analise.

Os individuos selecionados para este estudo foram encaminhados para atendimento médico por
geneticista do Departamento de Genética Médica, sendo realizada revisao clinica e morfolégica, com
avaliacdo dos métodos diagndsticos disponiveis para a Sindrome de Williams, além de investigacdo
clinica pelos métodos disponibilizados para esta pesquisa.

Com o objetivo de identificar a alteragdo genética responsdvel pela Sindrome de Williams deverdo
ser empregados os métodos diagndsticos que avaliam perda de material cromossémico (as técnicas
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de FISH e de genotipagem de microssatélites). Para estas é necessaria a coleta de 3 — 5 ml de sangue
dos pacientes e de familiares que se disponham a participar da pesquisa. Este procedimento sera
realizado por profissional treinado para este fim, no ambulatério do IFF/FIOCRUZ, com material
descartdvel e acompanhado pelo pesquisador responsavel. Podera haver coleta de sangue adicional
para avaliacdo hormonal, bioquimica e em caso de necessidade de repetir o exame genético.
Consideramos que o risco envolvido em uma coleta de sangue nestas circunstancias é considerado
baixo, pois resume-se a uma picada de agulha, com possivel dor local, e um eventual hematoma
localizado no local da coleta, oferecendo um desconforto minimo durante o procedimento.

Pode ser solicitado para acompanhamento do metabolismo do calcio e para avaliar o estado
nutricional um exame de densitometria dssea, o modo de avaliacdo usual para estudar o grau de
calcificacdo dos ossos e um dos modos mais precisos de se estudar percentual de gordura.
Considera-se o grau de exposi¢do a radiacdo neste exame minimo, muito menor que a exposi¢ao por
um exame de raio-X simples, assim como os possiveis danos por ele causados.

Esta garantida pelas instituicdes envolvidas assisténcia integral ao paciente ingresso no projeto.

O exame do material bioldgico sera realizado nos laboratérios de citogenética do Instituto Fernandes
Figueira ou no laboratdrio do Hospital Estadual Pedro Ernesto, sendo a quantidade de sangue
referida anteriormente suficiente para as analises envolvidas.

A Unica finalidade deste exame sera a investigacao clinica e o diagndstico da Sindrome de Williams,
nao sendo autorizada qualquer outra investigacdo genética ou de DNA com qualquer outra finalidade
e o material serd estocado para a pesquisa por um prazo de cinco anos sob dominio do laboratério
de Genética Médica do IFF/FIOCRUZ.

O sigilo e a confidencialidade das informag¢des coletadas serdo preservados, assim como suas
identidades ndo serdo reveladas, sendo que cada amostra de material biolégico fara parte de um
banco de dados identificados por cédigo especifico. Todos resultados da pesquisa serdo entregues a
cada familia e serdo utilizados com fins cientificos podendo ser publicados em revista cientifica,
estando os registros disponiveis para uso da pesquisa.

O responsavel pelo paciente terd todo e qualquer esclarecimento sobre este estudo durante e apds a
duracdo da pesquisa através de contato com o pesquisador responsavel, dr. Cassio Luiz de Carvalho
Serao.

A participacdo este estudo é voluntaria e o responsdvel poderd recusar-se a participar ou se afastar
dele a qualquer momento, ndo havendo prejuizo algum no acompanhamento médico na instituicdo
responsavel, seja atendimento clinico, acesso a tratamentos disponiveis, ou acesso a qualquer tipo
de atividade assistencial e/ou de pesquisa posteriores que acontecam na instituicdo.

Ndo ha qualquer tipo de 6nus ou despesas pessoais requeridas de nenhum participante dessa
pesquisa, em qualquer fase desse estudo, incluindo exames e consultas. Nao sera oferecida qualquer
forma de contribuicao financeira ou de artigos de valor relacionados a participagdo dos pacientes
nesse estudo.

Os pacientes selecionados para o estudo poderdo ser fotografados com a finalidade de
documentacado cientifica e as imagens ficardo sob a responsabilidade do pesquisador responsavel por
este projeto, dr. Cassio Luiz de Carvalho Serao. Entretanto, o paciente ou seu responsdvel tem o
direito de ndo ser fotografado se assim o desejar, sem que haja prejuizo em seu tratamento nessa
instituicdo, como ressaltado em paragrafo anterior.
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() Autorizo imagem () ndo autorizo imagem

Cabe ao médico geneticista responsavel pela pesquisa 0 acompanhamento dos individuos durante
todo o estudo, assim como o aconselhamento genético na sua conclusao.

Esta pesquisa terd uma duracdao de dois anos, podendo ser prorrogado. Caso necessario, serao
seguidas as formalidades indispensdveis a sua prorrogagao.

Todas as condutas adotadas neste estudo seguirdo as normas de bioética segundo a resolucao
196/96 do Conselho Nacional de Saude.

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto encontra-se no andar térreo
do Hospital Pedro Ernesto, situado a rua 28 de setembro, 77, Vila Isabel, Rio de Janeiro, e-mail: cep-
hupe@uerj.br, podendo ser contatado também pelo telefone: (21) 2868-8253 e o Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos do IFF (CEP/IFF) encontra-se na avenida Rui Barbosa, 716,
Flamengo, Rio de Janeiro, RJ, e-mail: cepiff@iff.fiocruz.br, podendo ser contatado também pelo
telefone: (21) 2554-1730.

Este termo de consentimento, ap6s lido, sera explicado verbalmente pelo pesquisador responsavel
por este projeto, aos individuos e seus responsdveis. Apds todos esclarecimentos o mesmo sera
assinado em duas vias, ficando uma com o pesquisador responsavel e outra com o responsavel legal
pelo individuo convidado a participar deste projeto.

Rio de Janeiro, de de

Nome do responsavel pelo paciente:

Assinatura do reponsavel:

Assinatura do Pesquisador responsavel:
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ANEXO B - Ficha de dados clinicos

&Q ))' 0&6’
F €I % /) INSTITUTO
S NF = / ) FERNANDES
%, UE\:",RJ & ~.) FIGUEIRA - IFF Cédigo

Ficha Clinica para pesquisa sobre Sindrome de Williams — UERJ / IFF

Nome: DN: / /
Enderego:

Telefone: e-mail:

DN Pai: /__/ DN Mae: |

Estatura Pai: cm p Estatura Mae: cm p
Encaminhado por: Idade na suspeita diagndstica:_____a
Resultado FISH - Idadeatual______a

Resultado Microssatélites: D752429, D752512, D75672, D752476, D753015 e D752472

Norm, DelM, DelP, NI, NR ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) )
Peso ao nascimento: g Parto: Idade Gest:

Per. cef.nasc.____ cm PC atual: cm p PCp: PCm:

Dist. Intercantint__cm___p D.Intext __cm___p D.interp. _cm_ p
Palmas cm p Dedo Med. cm p Peso Kg p
Dermatogl. MD ME

Dermat. Pais MD ME

Dermat. Mae MD ME

PAMSD___ x  mmHg MSE____x_ mmHg Est. cm p
Hemoglobina ___ mg/dL T4L___ ng/dL TSH___ MUI/mL

Ureia mg/dL Creatinina mg/dL  Calcio sérico mg/dL



Fosforo __ mg/dL Magnésio ___ mg/dL Osteocalcina___ mg/ml
Fosfat. alcalina____ U/L VitaminaD____ pg/ml Paratorménio ___ pg/ml
Hemogl. glicada___ %  Glicemia de jejum mg/dL Colest. mg/dL
Triglicerideos ___ mg/dL HDL mg/dL LDL____ mg/dL

Uso de medicagdo? () Sim () Nao Quais?

Internagdes? () Sim () N&do Quais? Perc.degordura- %
Corpo inteiro - DMO total g/cm2 CMOtotal g Z-escore -

Coluna Lombar-DMO total ___ g/cm2 CMOtotal g Z-escore -

Colo do FéEmur-DMO total ___ g/cm2 CMOtotal g Z-escore -
Estreitamento bitemporal? (O sim (O Nao Vémitos? () Sim (ONao

Dificuldade alimentar na infancia? () Sim () Ndo

Constipa¢do? () Sim (ONdo

Atraso no desenvolvimento? (O Sim (O N&o Fronte proemin.? () Sim (ONao

Regido periorbitaria tipica em SW? () Sim () Ndo
Bochechas proeminentes? (O sim (O Nao

Nariz curto e antevertido? (O sim (O Nao

Achat. malar? () Sim (ONao
Raiz nasal baixa? () Sim (ONao

Filtro longo? (O Sim (ONao

Dentes pequenos e espagados? () Sim () Ndo Retardo mental? () Sim(ONao

Estenose supravalvar aértica? (O sim (O Nao

Outra cardiopatia que ndo ESVA? (O Sim () N&do Qual?

Labios espessos? () Sim (ONao

Anomalia Estrutural Renal? (O Ssim (O N&o Qual?
Alteragdes oftalmolégicas? (Osim (O N&o Quais?
Hérnia umbilical ou inguinal? (Osim (O Nao Bocarra? () Sim (ON&o

Hipertensdo arterial sistémica? () Sim () Ndo
Contraturas articulares? (O sim (O Nao
Clinodactilia de 52 quirodactilo? () Sim () N3o
Unhas hipoplasicas ou distréficas? () Sim () Nao

Hipotonia na infancia? (O sim (O Nao

Micrognatia? () Sim (ON3ao
Voz grosseira? () Sim (ON3o

Estrabismo? () Sim (ONao
Iris estrelada? () Sim (ONao

Microcefalia? () Sim (ONao



Dificuldade de ganho de peso?
Personalidade muito amigavel?
Transtorno de ansiedade?
Hipercalcemia ou hipercalciuria?

Pectus excavatum?

O sim ON3o
O sim ONao
O sim O Nao
O sim O Nao
O sim O Nao

Baixa estatura? () Sim (ONéao
Hiperacusia? () Sim (ONao
Hiperatividade? () Sim (ON&o
Loquacidade? () Sim (ONao

Halux valgo? (O Sim (ONao
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ANEXO C - Copia da folha de rosto do registro no CONEP

Wa-p MINSSTERIO DA SAUDE - Conseiho Necional de Saide - Comisssio Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP
FOLHA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Projeto de Pesqusa: 2. NOmero 0@ Sujeitoe de Pesquisa:
Estudo Clinico-Genético e camelacio Gendiipo-Fendipo em pacientes com Sindrome de 40

;—.‘-Da?rm

4. Area do Conhecimanto:
| Grande Area 4. Cibnclas da Sadde

PESQUISADOR RESPONSAVEL

5. Nome:

Cassio Lulz de Canvalho Serao

8. CPF: 7. Endereco (Rua, n.%)

016.735.207-01 DONA MARIANA BOTAFOGO 182 RIO DE JANEIRO RIO DE JANEIRO 22280020
8. Naclonalidade: 9. Talefone: 10. Outro Teletone: 11. Email:

BRASILEIRA (21) 2539-8484 csarao@ihotmail.com

12. Cargo:

Termo da Compromisso: Declaro que conheco @ cumprinel 0s requisitos da RasolugSo CNS 198/96 e suas comph
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Aceito as responsabiidades pela condugBo dentifica do projeto adma. Tenho ciéncia que essa folha serd anexada 80 POREID devidamente assinada
por todos o3 responsavels @ fard perte ntegrants da documentagio do mesmo.
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INSTITUICAO PROPONENTE

13. Nome: 14. CNPJ: 15. Unidade/Orgo:

Universidade do Estado do Rio de Janairo - 33.540.01400017.14 Hospial Universitario Pedro Emesto/UER)
JUER)

16. Telefone: 17. Outro Teletone:

(21) 1587-8353
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