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RESUMO

A sindrome de Smith-Magenis (SMS) foi descrita , em 1986, como uma sindrome que
envolvia uma mutacdo na regido 17p em 9 pacientes. Sua prevaléncia esta estimada em um
caso a cada 25.000 nascidos vivos. A SMS apresenta fendtipo que inclui caracteristicas
fisicas, no desenvolvimento e comportamentais. Os sinais faciais se caracterizam por uma
face larga e de forma quadrangular, braquicefalia, frontal proeminente, sinofre, fendas
palpebrais alongadas para cima, ponte nasal larga, hipoplasia de face média, nariz largo e
achatado, micrognatia na infancia com relativa prognatia com a idade e labio superior
protruso e em ‘v’ invertido. Os sinais clinicos mais importantes na SMS sdo comportamentais
que levam a autoagressdo, hiperatividade e déficit atencdo. Foram estudados 31 pacientes
brasileiros com suspeita diagndstica de SMS. As analises genéticas realizadas para avaliar
este grupo incluiram técnicas de citogenética molecular (FISH), aCGH, PCR quantitativa e
busca por mutacGes na regido de transcri¢do do gene RAIL. Os resultados demostraram que
mais de 90% dos casos neste estudo tinham deficiéncia mental, atraso no desenvolvimento da
fala e comportamento de auto-injuria. Além disso, 30% (9/30) tiveram delecdo ou mutacdo de
ponto na regido 17p11.2 e RAIL gene, sendo que 67% apresentaram uma delecdo classica
(6/9), 11% tinham uma delecao atipica (1/9) e 22% (2/9) tinham uma mutacdo no gene RAIL.
Foi possivel determinar o ponto de quebra das delecdes observadas e determinar os genes
envolvidos. A delecdo atipica descrita neste trabalho atingiu parte do gene RAI e até o
momento ndo havia sido descrita. Além disso, duas mutagdes de ponto, no exon 3 do gene
foram descritas. Por fim, dentro grupo estudado, foi diagnosticado um caso com sindrome da
delecdo 1p36, sendo possivel a sugestdo de um novo diagnéstico diferencial para a SMS.
Estes resultados adicionam informagfes sobre a etiologia da SMS e pode facilitar o
desenvolvimento de novas ferramentas de diagnéstico, incluindo sondas FISH e analise de

sequenciamento baseado em mutagdes.



ABSTRACT

The Smith-Magenis syndrome (SMS) was described in 1986 as a syndrome involving
a deletion in the 17p region in 9 patients. Its prevalence is estimated at one case per 25.000
live births. The SMS has phenotype that includes physical and behavioral development. The
facial features are characterized by brachycephaly, midface hypoplasia, relative prognatism,
everted, "tented" upper lip and deep-set, close-spaced eyes. The most important clinical
features in SMS are leading behavioral self-injury, hyperactivity and attention deficit. We
studied 31 Brazilian patients with suggested diagnostic to SMS. The genetic analysis
performed to evaluate this group included molecular cytogenetic techniques (FISH), aCGH,
quantitative PCR and the search for mutations in the gene transcription RAIL. Results showed
that over 90% of the cases in this study had intellectual disability, delayed speech-language
development, and self-injurious behavior. Furthermore, 30% had deletion or point mutation
in the 17p11.2 region and RAI1 gene. Within this group, we found that 67% carried a classic
deletion, 11% had an atypical deletion and 22% had a mutation in the RAI1 gene. It was
possible to determine the breakpoint of the deletions observed and to determine the genes
involved. The atypical deletion described reached part of the gene RAI1 and to date had not
been described. In addition, two point mutations in exon 3 gene have been described. Finally,
in this study group, one case was diagnosed with 1p36 deletion syndrome hinting of a
possible new Differential Diagnosis for SMS. These findings add information for the etiology
of SMS and may facilitate the development of new diagnostic tools, including FISH probes

and sequencing-based screening for mutations.
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O primeiro relato, associando uma delecg&o intersticial no braco curto do cromossomo
17, foi realizado por Ann C. M. Smith, no ano de 1982, onde foram descritos dois pacientes
que apresentavam fissura de palato e problemas cardiacos (Smith et al., 1982). Em 1984,
Patil e Bartley relatam um paciente do sexo feminino com delecdo em 17p11.2, apresentando
deficiéncia mental, hipotonia, atraso no desenvolvimento da fala, orelhas pequenas, perda
auditiva, esotropia, displasia dentéria e prognatismo.

Em 1986, o grupo liderado por Ellen Magenis e tendo como primeira autora Ann
C.M. Smith, descreveu nove pacientes com delecdo na mesma regido (17p), sendo um
paciente com a delecdo completa da regido cromossémica 17p11.2 (delecdo de toda a banda
cromossOmica) e oito pacientes com delecdo parcial (delecdo de parte da banda p11.2). Os
nove casos apresentavam braquicefalia, hipoplasia de face média, prognatismo, voz rouca,
atraso no desenvolvimento da fala (algumas vezes associado a perda de audicdo), atraso do
crescimento, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor e problemas comportamentais. O
paciente com a delecdo completa da regido 17pll1.2 apresentava fendtipo mais grave,
incluindo malformacdes faciais, fissura de palato, anomalias cardiacas, esqueléticas e do
sistema urogenital (Smith et al., 1986).

Em 1986, Stratton et al. descreveram mais seis pacientes com fenotipo parecido aos
descritos anteriormente por Smith et al. (1986) e com delecdo da regido 17p11.2, sugerindo
que pacientes com este fenotipo deveriam ser submetidos a analise do cromossomo 17.

Cinco pacientes, apresentando sinais clinicos que incluiam braquicefalia e hipoplasia
de face média, braquidactilia, deficiéncia mental e comportamento diferenciado foram
descritos por Colley et al. (1990). Estes pacientes, alem do fendtipo caracteristico,
apresentado até aquele momento, se destacavam por hiperatividade e por apresentarem

distarbio de sono como sua principal queixa clinica. Os autores referem aos casos até entdo
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chamados de delecdo 17(pl1.2 pl11.2), como sendo portadores de sindrome de Smith-
Magenis (SMS, OMIM #182290).

A afeccdo foi definida como sendo uma anomalia congénita mdltipla, clinicamente
distinta, associada a deficiéncia mental, devida a uma delecdo intersticial no cromossomo 17.
Greenberg et al. (1991), realizaram analise molecular em 32 pacientes, utilizando marcadores
polimérficos, localizados entre as regides 17pl1l1.1 e 17p13.2, associando a sindrome aos
marcadores deletados na regido proximal do cromossomo 17p, concluindo que a SMS é uma
sindrome de genes contiguos. Neste mesmo estudo, também foi realizada a analise do
fenédtipo, concluindo que caracteristicas clinicas como neuropatia periférica, comportamento
de automutilacéo, disturbios do sono ou reducdo do sono REM, deveriam ser consideradas na
avaliacdo de pacientes com suspeita de SMS. Por fim, foi possivel determinar a origem
parental da delecdo em 15 dos pacientes estudados, sendo que nove pacientes apresentaram
origem paterna da delecdo e seis pacientes origem materna, demonstrando assim, auséncia
do fendmeno de imprinting.

Mocla et al. 1993, diagnosticaram trés pacientes, através de técnica de citogenética de
alta resolucdo, apresentando como principais caracteristicas clinicas, atraso no
desenvolvimento da fala, hiperatividade e problemas de comportamento, braquicefalia,
hipoplasia de face média e mdos pequenas e largas.

Em um estudo clinico multidisciplinar, Greenberg et al. (1996), analisaram 27
pacientes com SMS. Esta caracterizagdo demonstrou que 94% dos pacientes analisados
apresentavam anomalias otorrinolaringoldgicas, 85% anomalias oculares, 75% distdrbios de
sono, sendo principalmente reducdo do sono REM, 68% problemas com a audicdo, 65%
escoliose, 52% anomalias cerebrais, na sua maioria ventriculomegalia. O Coeficiente de
Inteligéncia (QI) foi avaliado e os pacientes apresentaram valores entre 40 e 54,

classificando-os assim como deficiéncia mental moderada.
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O fendtipo comportamental da SMS foi caracterizado por Dykens et al. (1998) e

incluia auto injdria, movimentos estereotipados e dificuldades de socializacao.

1.1. Caracteristicas Epidemioldgicas

A SMS teve sua incidéncia estimada por Greenberg et al. (1991) em 1:25.000
nascimentos. A atual prevaléncia é de 1:15.000, acometendo de maneira igualitaria
individuos do sexo feminino e masculino (Smith et al., 2005a). Porém, ambas as estimativas
estdo baseadas na populacdo americana. Nao existem estimativas realizadas na populacao
brasileira, além disso, o Brasil apresenta um grande nimero de casos de deficiéncia mental,

sem diagndstico definido.

1.2. Caracteristicas Clinicas

A SMS é uma sindrome com fenétipo reconhecivel clinicamente, porém por se tratar
de uma sindrome de microdelecdo, o fenétipo é amplamente variavel. As caracteristicas
faciais da sindrome sdo: face larga e de formato quadrado, braquicefalia, frontal proeminente,
sinofre, olhos encovados, ponte nasal larga, hipoplasia de face média, micrognatia na
infancia, prognatia com a idade e labio superior protruso ¢ em “v” invertido (Smith et al.,
2010). Anomalias odontoldgicas, como agenesia de pré molares e taurodontismo ja foram
reportadas (Tomona et al., 2006).

Os individuos portadores da sindrome apresentam deficiéncia mental de leve a

moderada (Greenberg et al., 1996; Udwin et al., 2001) A sindrome apresenta um fendtipo

comportamental, que inclui distarbios de sono, movimentos estereotipados e comportamentos
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de autoinjuria (Sarimski, 2004; Dykens & Smith, 1998; Smith et al., 1998a; Gropman et al.,

2006; Elsea & Girirajan, 2008; Williams et al., 2010).

1.2.1. Desenvolvimento do paciente com SMS

Os pacientes portadores de SMS, de acordo com o historico neonatal, apresentam
diminuicdo do movimento intrauterino em 50% dos casos. Os nascimentos sdo a termos,
apresentando peso, comprimento e perimetro cefalico dentro dos padrdes de normalidade
(Smith & Gropman, 2005).

Durante o primeiro ano de vida, o desenvolvimento neuropsicomotor ndo esta de
acordo com os padrbes de normalidade (Wolters et al., 2009). O peso e comprimento se
desaceleram e em aproximadamente 20% das criancas, a circunferéncia craniana é menor que
0 3° percentil (Smith & Gropman, 2005). Nesta fase da infancia foram relatados casos
apresentando hipotonia, disfuncéo oral, infeccdes de ouvido médio, com pouco ou nenhum
comprometimento das habilidades sociais e dos comportamentos adaptativos da crianca
(Wolters et al., 2009). O distarbio de sono é percebido pelos pais apds o primeiro ano de vida
(Duncan et al., 2003).

O neonato raramente chora e, na maioria dos casos, as capacidades de balbucio e
vocalizagdo estdo comprometidas. Entre o segundo e o terceiro ano de vida, existe uma
desaceleragdo do desenvolvimento neuropsicomotor e um grande atraso de linguagem.
Aumentando também, o comprometimento dos comportamentos adaptativos (Gropman et al.,
2006; Wolters et al., 2009).

Durante a infancia, é frequente hipersensibilidade do ouvido médio. Otites ocorrem
frequentemente, mais de trés vezes ao ano, com risco de perda de audicdo em 85% dos casos.

Hiperacusia é relatado em 78% dos casos (Smith et al., 2007). Problemas na regido da laringe
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(pdlipos, nodulos, edemas, paralisias das cordas vocais) e da velofaringe sdo frequentemente
reportados e estdo diretamente ligados a voz rouca descrita em alguns pacientes (60%) (Smith
et al., 2010). Além disso, hipercolesterolemia é detectada em mais de 50% das criangas
durante a inféncia (Smith et al., 2002).

O comprometimento da cognicdo € bastante evidente durante a infancia, com a
diminuicdo da capacidade de reconhecer processos sequenciais e da memoria de curta
duracdo. A memoria de longa duracdo, geralmente é relativamente melhor, bem como a
capacidade de perceber parte do todo (Udwin et al., 2001; Dykens et al., 1997).

O fendtipo comportamental pode ser percebido na idade escolar e se acentua com o
avanco da idade. A maioria dos individuos demonstra falta de atencéo, que pode ou néo estar
acompanhada de hiperatividade. O comprometimento do comportamento adaptativo se
configura como sendo o maior problema para as familias com afetados pela sindrome. Este
quadro inclui comportamento explosivo e birras, impulsividade, distrabilidade,
desobediéncia, agressdes, automutilacdo e problemas de controle de esfincters (Dykens &
Smith, 1998). A hipétese de que o aumento do comprometimento do comportamento
adaptativo esteja diretamente ligado aos distdrbios de sono foi sugerida por Shelley et al.
(2005).

Durante a adolescéncia, casos com SMS, apresentam um aumento dos efeitos do
distdrbio de sono (Gropman et al., 2007). Além disso, os comportamentos estereotipados se
tornam mais evidentes, como a onicotilomania (do inglés “onychotillomania™), que ¢ o habito
de comer e/ou arrancar as unhas, assim como a poliembolocoilomania (do inglés
“polyemboilokomania”), que ¢ a inser¢do de objetos em orificios do corpo (boca, nariz,
ouvido, anus e vagina) (Finucane et al., 2001).

Nos casos de SMS adultos, algumas caracteristicas faciais s&éo mantidas (hipoplasia de

face média e prognatismo) e a escoliose pode se tornar mais acentuada. Com avango para a
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senilidade, estes individuos podem apresentar continuidade do fenotipo comportamental
(Smith et al., 2004). O comportamento de agressividade e auto-injuria se mantém, mas estes
individuos sdo descritos como mais calmos. A expectativa de vida é a mesma que um
individuo sem a sindrome, sendo descritos casos com até 88 anos de idade (Smith et al.,

2010).
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas mais frequentes de acordo com o periodo de
desenvolvimento do individuo com SMS.*

Periodo do desenvolvimento

Caracteristicas clinicas

Pré e neonatal

Diminui¢do do movimento fetal

Nascimento a termo com peso, comprimento e perimetro
cefalicos normais

Peso, comprimento e perimetro ceflico ndo progridem com o
desenvolvimento

Face: hipoplasia de face média, nariz pequeno e arrebitado,
Labio superior espesso, micrognatia.

Dificuldade para sugar e engolir, refluxo gastro-esoféagico
Hiporreflexia, hipotonia

Choro raro e frequentemente rouco

Infancia

Hipotonia generalizada

Comprometimento da funcgdo oral-motora

Anormalidades de ouvido médio

Inicio de problemas comportamentais

Os problemas de sono normalmente comegam no 9° més de vida,
porém é percebido entre 12 e 18 meses de vida.

Periodo escolar

Anomalias oculares (estrabismo, miopia, anormalidades na iris,
micro clrnea)

Escoliose moderada

Baixa estatura, maos e pés pequenos.

Otites frequentes, anormalidades na laringe (pélipos, nodulos,
edemas e paralisia das cordas vocais)

Mobilidade da lingua e dos labios comprometida

Sinusites

Atraso de fala

Falta de atencédo (pode estar acompanhada de hiperatividade)
Comportamento: Birras, busca de atencdo, impulsividade,
distrabilidade,  desobediéncia,  agressdo  automutilacao,
onicotilomania, poliembolocoilomania, auto-abrago, lamber as
méos quando folheia pagina

Adolescéncia

Hipoplasia de face média

Prognatismo relativo

Frontal proeminente e com sinofre

Sobrancelhas grossas

Puberdade, geralmente no momento correto, porém ocorréncias
de precocidade ja foram relatadas.

Distarbio de sono e comportamento (Onicotilomania,
poliembolocoilomania) podem se acentuar

Adulto

Face grosseira: hipoplasia de face média, prognatismo relativo
(resultando em um queixo pontudo)

Sinusite cronica

Escoliose se acentua

Comportamento persiste, mas é notada uma relativa calma
Relatos de casos com 88 anos de idade

* (Smith et al., 2010)
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1.2.2. O Fendtipo Comportamental

O termo fendtipo comportamental foi introduzido pela primeira vez por William
Nyhan (1972) ao enfocar sua atencdo no comportamento de automutilagdo presentes nos
meninos com déficit de hipoxantina-guanina fosforibosiltranferase (doenca de Lesch-Nyhan)
descrevendo que, “o comportamento ¢ endogeno e ndo exdgeno”, ¢ que 0s afetados tinham
um padrdo incomum e singular de comportamento. Harris et al. (1987), ap6s avaliarem
criancas afetadas pela sindrome de Prader-Willi com hiperfagia e Lesch-Nyhan com
automutilacdo, propdem que o fenoOtipo comportamental abrange transtornos de
comportamento ndo aprendidos, ou seja, que ndo sdo determinados por fatores educacionais
ou do meio ambiente do paciente (exdgeno).

Desta forma, a ideia é que o fenotipo de muitas condi¢bes ndo se restringe as
caracteristicas fisicas e a predisposicdo a certos problemas médicos, (cardiopatia,
malformacdo renal, etc) como também abrange e, principalmente, inclue o comportamento
(Dykens, 2000). O fenotipo comportamental envolve a alta probabilidade de um individuo,
com uma afeccdo genética reconhecivel, vir a exibir um padrdo -caracteristico de
comprometimento do seu desenvolvimento e do comportamento comparado aqueles que nédo
séo portadores (Dykens, 1995).

As caracteristicas comportamentais, em casos de portadores de SMS, incluem
movimentos peculiares, comportamentos estereotipados, hiperatividade e dificuldades no
processamento sensorial (Dykens & Smith, 1998; Gropman et al., 2006; Dykens et al., 1997,
Hicks et al., 2008; Finucane & Jaeger, 1997; Finucane et al., 1994; Martin et al., 2006; Smith
et al., 2009).

O movimento estereotipado que se reporta como especifico para a SMS é o de alto-

abragco ou ‘“‘spasmodic upper-body squeeze”, que se traduz como movimento de abragar-se,
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principalmente em circunstancia de excitagdo, quando muito alegres ou contrariados. Este
pode ser de dois tipos: colocar os bragos ao redor do térax ou apertar as maos com os dedos
entrelacados na altura do peito ou do queixo (Finucane et al., 1994). O outro movimento
estereotipado apontado como marcador diagndstico ¢ descrito como “hand licking and page
flipping” que traduzimos como lamber repetitivamente 0S dedos a como se folheassem
paginas (ou até colocar varios dedos dentro da boca) (Smith et al., 1998a). Estes movimentos
incomuns e repetitivos chamaram a atencdo dos cuidadores dos afetados, antes mesmo da
confirmagéo diagndstica da SMS.

Os principais tipos de comportamentos de auto-injuria relatados nos afetados séo:
morder as maos, poliembolocoilomania e onicotilomania, muitas vezes requerendo atencao
vigorosa dos cuidadores. Em seu estudo de revisdo, Shelley et al. (2005) mostraram uma
frequéncia de 96.6% destes comportamentos de auto-injaria nos pacientes estudados. Ambos
0s comportamentos estdo relacionados a reducdo de sensibilidade que se acredita ocorrer nos
afetados e que estdo mais presentes ao final da infancia, e na adolescéncia (Smith et al.,
2004).

Alguns outros aspectos singulares sdo: uma necessidade insacidvel de atengdo
individualizada dos adultos (principalmente o professor na sala de aula) e uma fascinagéo
exagerada por mexer em equipamentos eletronicos (incluindo computadores, gravadores,
etc.) (Smith et al., 1998a).

Padrdes caracteristicos no perfil cognitivo e de linguagem dos pacientes com a SMS,

também s&o comparados e detalhados em diferentes estudos (Dykens, 2000).
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Tabela 2. Caracteristicas do fen6tipo comportamental na SMS.

Fenotipo Comportamental Frequéncia (%) Referéncia
Hiperatividade 74 (Williams et al., 2010)
Auto-abracgo 63 (Williams et al., 2010)
Lamber os dedos ao virar paginas 90 (Dykens et al., 1997)
Auto-injuria 96,6 (Williams et al., 2010)

Onicotilomania 55,2 (Finucane et al., 2001)

Méos 48,3 (Finucane et al., 2001)
Pés 34,5 (Finucane et al., 2001)
Poliembolocoilomania 25-85 (Elsea & Girirajan, 2008)
Orelhas 31 (Finucane et al., 2001)
Nariz 17,2 (Finucane et al., 2001)
Reto 3,5 (Finucane et al., 2001)
Vagina 21.1 (Finucane et al., 2001)

Bater a cabega 55,2 (Finucane et al., 2001)

Se estapear 62,1 (Finucane et al., 2001)

Puxar os cabelos 34,5 (Finucane et al., 2001)

Morder a mao 93,1 (Finucane et al., 2001)

1.2.3. O Disturbio de Sono

O disturbio de sono, apresentado pelos pacientes com SMS, foi reportado em 62% dos
casos descritos por Greeberg et al. (1991), em mais de 90% dos casos com delecdo e em
100% dos casos com mutacdo no gene RAIL, em estudo Elsea & Girirajan (2008) e em 88%
dos casos com delecdo ou mutacdes no gene RAIL e 97% dos casos de SMS-like (sem
alteracdes na regido 17p11.2), em estudo de Williams et al.(2010).

O disturbio se caracteriza por dificuldades de pegar no sono, dificuldades de continuar

dormindo e por acordar frequentemente durante a noite (Greenberg et al., 1991), alem disso,
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sdo reportadas sonoléncia e a necessidade de periodos de sono durante o dia (Smith et al.,
1998b; De Leersnyder et al., 2001a)

Em estudo realizado por De Leersnyder et al. (2001a) com 20 criangas com SMS,
concluiram que o disturbio de sono em SMS é decorrente de uma inversdo do ciclo
circadiano e a cinética de liberacdo de melatonina pela glandula pineal se apresenta alterada,
porém ndo na quantidade de horménio liberado. Desta forma, o estudo sugere que ndo sejam
utilizados tratamentos como a administracdo de melatonina ao individuo e que sejam
utilizados tratamentos alternativos, como terapia com luz.

Outros estudos buscaram entender e mensurar o disturbio de sono na SMS (De
Leersnyder et al., 2001b; Cornelissen et al., 2003; Smith et al., 2005b; Boudreau et al.,
2009). Cornelissen et al. (2003) concluiram que ndo ha uma inversdo completa do ciclo da
melatonina em pacientes do SMS, porém ha uma alteracdo de 9,6 horas em sua liberacao pela
glandula. Assim, o é&pice da concentragdo sérica da melatonia que em individuos normais
ocorre por volta das 3 horas da manhd, em individuos com SMS ocorre por volta das 13
horas.

Chik et al. (2010), testaram a hipdtese de se utilizar os niveis de melatonina na saliva
de pacientes com suspeita de SMS, para auxiliar o diagnostico. Porém, seus resultados ndo
foram suficientes para distinguir a pacientes com SMS de pacientes com outras condic¢oes
clinicas.

Tabela 3. Caracteristicas do disturbio de sono na SMS.*
Frequéncia (%)

Total de tempo de sono menor que 7 horas 54
Anormalidades no sono REM 73
Acordar espontaneamente durante a noite 86
Sonoléncia diurna > 10 min. (TLMS) 50
Ciclo da melatonina invertido 93

* segundo (Boudreau et al., 2009)
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1.2.4. Perfil cognitivo e atraso de fala e linguagem

Os estudos que avaliam e caracterizam o perfil cognitivo e atraso de fala e linguagem
na SMS sdo escassos. Distlrbio de aprendizagem, com dificuldades de leitura e escrita séo
relatados por Udwin et al. (2001). Estudos relataram pacientes com diminui¢do da memoria
de curta duracdo, memoria de longa duracdo relativamente fortalecida, da mesma maneira
que a capacidade de manter o foco visual e closura (capacidade de perceber o todo pela parte)
(Smith et al., 2010; Dykens et al., 1997).

Atraso de fala e linguagem ocorre em 90% dos casos com a delecdo classica de SMS e
em 70% dos casos com mutagdes no RAILl. Elsea & Girirajan (2008) sugerem que as
avaliacdes de fala e linguagem nos pacientes de SMS sdo necessarias para aperfeicoar o
processo de comunicagdo funcional do paciente e para o desenvolvimento de estratégias de

intervengdo mais eficientes.

1.3. Etiologia da SMS

A SMS é uma afeccdo que tem como etiologia a haploinsuficéncia da regido 17p11.2,
contendo o gene RAIL ou mutagfes no gene RAIL(Smith et al., 1986; Slager et al., 2003;
Vlangos et al., 2003)

Aproximadamente 90% dos casos de SMS apresentam a delecéo, enquanto o restante
(10%) apresenta a mutagdo no gene RAIL1 (Elsea & Girirajan, 2008). Microdelegdes séo
causadas por irregularidades nos mecanismos de recombinacdo genémica, no caso de SMS,
mediadas por elementos repetitivos chamados LCR (Low-Copy number Repeats). Chen et al.,
1995, identificaram trés regides repetitivas (LCRs) responsaveis pela microdelecdo da regido

17p11.2. Estas repeticbes sdo um substrato para os mecanismos de recombinacao
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intercromossomicos e sdo denominadas SMS-REP proximal, SMS-REP medial e SMS-REP
distal, no caso da SMS. Em 70% dos casos de SMS, ocorre uma recombinacdo nao alélica
dos homologos (NAHR) de maneira desigual entre as SMS-REPs proximal e distal, gerando
uma microdelecdo de aproximadamente 3,7Mb. Nos 30% restantes podem ocorrer
recombinacOes alternativas entre os SMS-REPs (distal x medial), gerando microdelec6es
menores, além disso, elementos repetitivos menores como os elementos Alu, que séo ricos em
sequéncia AT, podem atuar como substratos de recombinacdo. Ademais, mecanismos nédo
homélogos, podem gerar delecbes de tamanhos atipicos (Shaw et al., 2004; Shaw & Lupski,

2005).

Delegdo classica e recorrente A —
Delec3o n3o cléssica e A ——

recorrente

DelecGes ndo

recorrentes
(atipicas)
Q N
D Q7 > p
1 W & ST Qv O
AR » & R R >
RV O © K S B O o F K 3
S S FEIIFTE Y & P IS 5P
—O0—O— 00— 0—0O0—@—O0—0O— S —

Figura 1. Representacdo esquematica dos tipos de delecéo envolvendo a SMS (Lupski, 2007).

O gene Rail foi primeiramente estudado em células cancerigenas de camundongos. A
proteina que é traduzida pelo gene RAIL esta possivelmente ligada a diferenciacéo celular,
segundo Slager et al. (2003).

Girirajan et al. (2009) sugerem que a funcdo do gene RAI1 esteja ligada ao controle de
diversos processos bioldgicos e a interrupgdo deste controle, pela haploinsuficiéncia do gene,
gera o fendtipo observado na SMS.

O transcrito primario do gene RAIL é formado de seis éxons, gerando um RNAm de

~8,5kb e uma proteina de 1906 aminoacidos (ID - ENST00000353383). Outros oito
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transcritos podem ser observados. A proteina traduzida contém, entre seus dominios, Sinais
de Ligacdo Celular (NLS), regides de poli-glutaminas e poli-serinas e um C-terminal
homeodomain (PHD) / zinc finger domain. Portanto, estes dominios indicam que as fungdes
da proteina estejam ligadas a mecanismos que envolvem crescimento e a regulacdo dos
processos de desenvolvimento do comportamento neural (Elsea & Girirajan, 2008).

Todas as mutaces envolvendo o gene RAI1, foram descritas no éxon 3 do gene,
sendo que nove delas alteram o quadro de leitura no RNAm (frameshift) gerando um cddon
de parada precocemente e uma proteina com um numero de aminodcidos menor que 0
esperado. Outras trés mutacBes promovem a substituicdo de aminoacidos (misssense) e
apenas uma promove a substituicdo do aminoécido por um cddon de parada no local da
substituicdo (nonsense), totalizando assim 14 mutagdes descritas no gene RAI1 (Figura 2 e

Tabela 4).

(5) (8) (11) (14)

AI Il I 1 l l l v \% Vi

T 11 it

@ @ (@ 6 (9(10) (12)(13)

Poli-Q Poli-S NLS Poli-S PHD

:

Figura 2. Representacdo esquematica do gene RAIL e da proteina traduzida por ele. (A) gene RAI1
(transcrito RAI1-001) as setas indicam as 14 mutacGes descritas no gene (tabela 4): seta azul, mutacao
nonsense; seta vermelha, mutacGes missense e setas pretas, mutacGes frameshift. (B) proteina
traduzida pelo gene RAIL, em destaque regides de poli-glutaminas(Q), poli-serinas (S), o sinal de
localizagdo celular (NLS) e Zinc finger C-terminal (PHD).
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Tabela 4. Mutacgdes no gene RAIL

Numero de N° figura 2 Mutacao Mudanca na Referéncia
referéncia proteina

CD054409 1 253del19 Frameshift Girirajan et al., 2005
CD063605 2 1119delC Frameshift Girirajan et al., 2006
CD030745 3 1449delC Frameshift Slager et al., 2003
CG035309 4 2773del29 Frameshift Slager et al., 2003
CM043561 5 C2878T Arg-Term Bi et al., 2004
Cl1043730 6 3103insC Frameshift Bi et al., 2004
CD065784 7 3103delC Frameshift Bi et al., 2006
CM065434 8 A3634G Ser-Gly Bi et al., 2006
CD054410 9 3801delC Frameshift Girirajan et al., 2005
CD056839 10 4649delC Frameshift Girirajan et al., 2006
CMO054095 11 A4685G GIn-Arg Girirajan et al., 2005
CD056840 12 4933delGCCG Frameshift Girirajan et al. 2006
CD030746 13 5265delC Frameshift Slager et al., 2003
CMO054094 14 G5423A Ser-Asn Girirajan et al. 2005

*Segundo (Elsea & Girirajan, 2008).

1.3.1. Genes na regido cromossémica 17p11.

A regido cromossémica 17pl11.2 possui 51 genes que codificam proteinas, muitas
destas proteinas ainda sem funcdo conhecida. Alguns dos genes desta regido cromossémica
foram associados a outras condi¢fes como a sindrome de Sjogren-Larson, por exemplo, além
do gene RAIL que até 0 momento é o principal gene associado com SMS (Gropman et al.,
2007). A figura 3 mostra 0s genes presente na regido 17pl11.2p12 e sua associa¢do com

demais afeccoes.
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Figura 3. Genes presentes na regido cromossdmica 17pl11.2pl2 e sua associacdo com demais
afeccOes. Note que o gene RAIL é o principal gene relacionado a SMS (Gropman et al., 2007).

O gene FLCN, responsavel pela sindrome de Birt-Hogg-Dube (OMIM #135150),
quando apresenta uma mutacdo dominante causa o inicio de tumores renais e de pele (Baba et
al., 2006; Pittet et al., 2006). Outro relato demonstra que a delecdo do gene TNFRSF13B
pode diminuir os niveis de IgA (OMIM #604907) nos pacientes com SMS (Rachid et al.,
2006). O locus ALDH3A, mapeado proximo ao gene RAI1, causa a sindrome neurocutanea
Sjogren-Larsson (OMIM #270200), este fato pode estar associado com a ocorréncia de pele
seca em pacientes com SMS (Gropman et al., 2007). Além destes relatos, esteatose e
alteracbes hepaticas em pacientes com SMS podem ser atribuidas ao gene PEMT, ja que
polimorfismos neste gene foram associados com esteatose ndo alcoolica por Song et al.,
(2005). PMP22 €é outro gene presente em 17p11.2 que codifica uma proteina integrante de

membrana, um componente importante da mielina no sistema nervoso periférico. Mutac6es
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neste gene estdo associadas a sindrome de Charcot-Marie-Tooth tipo 1A (OMIM #118220) e

outras neuropatias hereditarias.

O gene FLII codifica uma proteina com dominio de ligacdo da actina e um N-terminal
rico em leucina, dominio da interacdo entre proteinas. A proteina codificada tem funcGes na
organizacdo estrutural dos musculos, papel este semelhante a proteina da drosoéfila envolvidos
na embriogénese e na organizacdo estrutural do musculo de voos indiretos (Pruitt et al.,

2007).

O gene UBB codifica ubiquitina, uma das proteinas mais conservadas, a qual é
necessaria para as reacdes ATP-dependentes, degradacdo de proteinas intracelulares ndo-
lisossomais e de proteinas anormais. A ubiquitina liga-se covalentemente a proteinas com a
funclo de degrada-las e também liga-se a histona H2A em regides ativamente transcritas,
porém nesta proteina, acredita-se que sua funcdo esteja ligada a regulagdo da expressao
génica. Por conseguinte, formas errdneas dessa proteina tém sido observadas em pacientes
com doenca de Alzheimer e em portadores da sindrome de Down (Pruitt et al., 2007).
Andrieux et al, (2007) analisaram 30 pacientes com SMS, diagnosticados pela técnica de
FISH, e relataram um caso com uma grande delecdo (12Mb) que incluia o gene UBB, entre
0s sinais classicos da SMS o paciente apresentava fissura de palato o que indicava que esse

gene poderia ser um bom candidato para fissura de palato ndo sindrémica.

O gene mais estudado e relacionado a SMS é o gene RAI1. A proteina codificada por
esse gene inclui um dominio N-terminal polimoérfico, muito semelhante ao seu homoélogo do
rato. Este gene foi associado a varios tipos de transtornos neurologicos. Estudo realizado por
Girirajan et al.,(2009) mostraram que o papel deste gene na SMS estéa relacionado a diversas

anomalias apresentadas pelos pacientes, mas que a gravidade do fenotipo é devido a
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influéncia de outros genes presentes na regido 17p11.2. Os 51 genes presentes na regido

17p11.2 séo mostrados na tabela 5.

Tabela 5. Genes codificantes de proteinas localizados na regido 17pll.2 e suas

correlacdes no OMIM.

Gene Descricéo

OMIM

TBC1D27 TBC1 domain family, member 27

Sem correlagdes

tumor necrosis factor receptor

Imunodeficiéncia de IgA

TNFRSF13B superfamily, member 13B
: Controla a formagdo de fibras vasculares el&sticas
myosin phosphatase Rho . . A S
MPRIP interacting protein através da interacdo com a Miosina Fosfatase
PLD6 ghosphollpase D family, member Sem correlagdes
Pode estar envolvido com energia e/ou nutrientes
ELCN folliculin necessarias para as vias de sinalizacdo mTOR através
C olliculi da AMPK
COP9 constitutive Embriogs dif iacio celul
COPS3 photomorphogenic homolog mbriogénese e diferenciacéo celular
subunit 3 (Arabidopsis)
NT5M 5' 3-nucleotidase, mitochondrial Controla a sintese de DNA mitocondrial
_ _ Ativacdo da RNA polymerase Il através da interacdo
MED9 mediator complex subunit 9 dieta com fatores de transcricéo
RASD1 RAS, dexamethasone-induced 1 Relacionado com o ciclo circadiano
phosphatidylethanolamine N- Controla processos intracelulares
PEMT
methyltransferase
RAIL retinoic acid induced 1 SMS
) ) Sem correlagéo
SMCR5 Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 5
(non-protein coding)
SREBF1 sterol regulatory element Em ratos, a administracéo sistémica do peptideo
binding transcription factor 1 interferéncia INSIG1 impediu a ativagdo SRE1,
reduziu substancialmente os danos neuronais, e 0s
resultados comportamentais melhoraram
) ) Agregacdo endossomal
TOM1L2 target of mybZ1-like 2 (chicken)
o o Sem correlagGes
LRRC48 leucine rich repeat containing

48
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Tabela 5. Genes codificantes de proteinas localizados na regido 17pll.2 e suas
correlagdes no OMIM. (continuacao)

Gene Descricéo OMIM
] ) Sinais dismorficos e atraso do desenvolvimento
ATPAF2 ATP synthase mitochondrial F1
complex assembly factor 2
) Sem correlagdes
C170rf39 chromosome 17 open reading
frame 39
Sem correlagdes
DRG2 developmentally regulated GTP
binding protein 2
. Surdez
MYO15A myosin XVA
) ) Sem correlagdes
ALKBH5 alkB, alkylation repair homolog 5
(E. coli)
) Auto-renovagdo de neuroblasto
LLGL1 lethal giant larvae homolog 1
(Drosophila)
) ) Em camundongos, mutacdes recessivas causaram
FLII flightless I homolog (Drosophila)  morte do embrido
) ) Sem correlagdes
SMCR7 Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 7
) Embriogénese precoce
TOP3A topoisomerase (DNA) Il alpha
) ) Sem correlagdes
SMCR8 Smith-Magenis syndrome
chromosome region, candidate 8
) Crescimento celular
SHMT1 serine hydroxymethyltransferase
1 (soluble)
o Sem correlagdes
EVPLL envoplakin-like
LGALS9C ) ) o Sem correlagGes
lectin, galactoside-binding,
soluble, 9C
FAM106A o o Sem correlagdes
family with sequence similarity
106, member A
CCDC144B ) ] ) o Sem correlagdes
coiled-coil domain containing
144B
TBC1D28 Sem correlagdes
TBC1 domain family, member 28
ZNF286B o . Sem correlagoes
zinc finger protein 286B
TRIM16L Sem correlagdes

tripartite motif-containing 16-like
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Tabela 5. Genes codificantes de proteinas localizados na regido 17pll.2 e suas
correlagdes no OMIM. (continuacao)

Gene Descricéo OMIM
FBXW10 ) Ubiquitinacéo
F-box and WD repeat domain
containing 10
FAM18B o o Sem correlagoes
family with sequence similarity
18, member B
PRPSAP2 ) Substrato primario e controle para a sintese de
phosphoribosyl pyrophosphate  pyrinas, pirimidinas, histidina e triptofanos
synthetase-associated protein 2
solute carrier family 5 Sem correlacoes
SLC5A10 (sodium/glucose cotransporter),
member 10
FAM83G family with sequence similarity ~ S¢m correlaces
83, member G
GRAP Sinalizacdo para vias de sinalizacdo de proteinas
GRB2-related adaptor protein RAS
EPN2 epsin 2 Sem correlagdes
BID1 B protein domain 1 Sem correlagdes
MAPK7 mitogen-activated protein kinase  Integridade dos vasos sanguineos
7
MFAP4 microfibrillar-associated protein Adeséo e interacéo cellular
4
RNF112 ring finger protein 112 Sem correlagGes
SLC47A1 solute carrier family 47, member Equilibrio eletrolitico
1
ALDH3A2 aldehyde dehydrogenase 3 Sindrome de Sjogren-Larsson
family, member A2
SLCA47A2 solute carrier family 47, member Excrecio de eletrolitos toxicos a célula
2
ALDH3A1 aldehyde dehydrogenase 3 Sem correlacdes
family, memberAl
ULK2 unc-51-like kinase 2 (C. elegans) Associado com o desenvolvimento neural
AKAP10 A kinase (PRKA) anchor protein - Risco de morte subita cardiaca
10
CYTSB Sem correlagdes

cytospin B

*Segundo (The NCBI handbook)
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1.4. Variagdo do numero de copias no genoma humano

Com o aumento do desempenho dos métodos de analise molecular do genoma, foi
possivel identificar uma nova variacdo no genoma humano, a Variacdo do Numero de Copias
ou CNVs. Inicialmente chamado de Polimorfismos do Numero de Copias (CNPs), por Sebat
et al. (2004) e por variacdo do numero de cépias em alto escala (LCVs), por Sebat et al.
(2004), CNVs séo rearranjos desbalanceados, definidos como segmentos de DNA, maiores
que 100pb de extensdo que estdo presentes em diferentes nimeros de cdpias entre 0s
individuos (1-5 cdpias) (Oldridge et al., 2010). Atualmente, estimam-se, as CNVs, ocupem
aproximadamente 30% do genoma humano (Zhang et al., 2009). Cerca de 58.000 CNVs ja
foram descritas e cerca de 5.000 (8%) estdo ligadas a alguns tipos de fen6tipos mendelianos:
dominante, como a SMS, recessivos, como a beta-talassemia, ligado ao cromossomo X,
como a hemofilia A e doencas complexas, como a doenca de Alzheimer (Schwaab et al.,
1995a; Schwaab et al., 1995b; Favier et al., 2000; Thein et al., 1990; Rovelet-Lecrux et al.,
2006; Potocki et al., 2000). Entretanto a extensdo, frequéncia e a total caracterizacdo de
variagdes comuns no genoma, ainda ndo séo conhecidas (Oldridge et al., 2010).

As sindromes ou doencas associadas a CNVs sdo conhecidas como Sindromes de
Genes Contiguos, Doencas Gendmicas ou Doencas da Arquitetura Gendmica. Doencas
Gendmicas, sdo causadas por uma alteracdo do genoma que pode gerar perda ou ganho, total
ou parcial, de genes, com consequéncias no fendtipo clinico. Estas alteracBes incluem

delecdes, duplicacdes, inversdes, translocagdes e cromossomos marcadores (Lupski, 1998).
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1.4.1. Mecanismos de Origem de CNVs

Existem quatro mecanismos conhecidos que geram CNVs, sdo eles: Recombinacao
Homologa Néao Alélica (NonAllelic Homologous Recombination, NAHR), Unido Terminal
N&do Homologa (Nonhomologous End-Joining, NHEJ), Modelo de troca de forquilha de
replicacdo (Fork Stalling and Template Switching, FoSTeS) e a Retrotransposicdo de
elementos 1 (L1 retrotransposition).

A NAHR é causada pelo pareamento errdneo e posterior recombinacdo entre regides
cromossdmicas homologas. O substrato, para este evento de recombinacdo, sdo regides
repetitivas chamados de repeticfes com baixo namero de cépias (Low Copies Repeats, LCRS)
e apresentam entre 10 e 400 Kb de tamanho. O processo de recombinacdo é dependente do
tamanho das repeti¢cdes, do grau de identidade, da distancias entre as LCRs e da orientacdo
dos fragmentos. Além disso, para que 0 processo ocorra, deve haver o compartilhamento de
regides de altissimo grau de similaridade entre as LCRs, chamados segmentos minimos com
identidade de sequéncias perfeita (Minimal Efficient Processing Segments - MEPS) (Gu &
Lupski, 2008). Quando o alinhamento destas sequéncias ocorre de maneira errada temos a

ocorréncia de CNVs (Figura 4)

Figura 4. Representacdo esquematica mostrando NAHR. O pareamento ocorre de maneira errada
entre as regides que apresentam homologia, LCRs, podendo acarretar na ocorréncia de uma delegéo
ou de uma duplicacéo (EichlerLab, 2006).
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O NHEJ (Nonhomologous End-Joining) é um dos mais frequentes mecanismos
utilizados pela célula eucariota para o reparo de quebras de dupla fita (Double Strand Breaks
— DSB). Normalmente, as células humanas utilizam do mecanismo de NHEJ, para reparar
quebras “fisiologicas”, recombina¢es e quebras de dupla fita patoldgicas, causadas por
radiacdo ionizante ou algumas formas reativas de oxigénio. Além disso, NHEJ é considerado

0 mais frequente mecanismo causador de translocacédo cromossdémica em células cancerosas.

O processo de NHEJ ocorre em quatro etapas: deteccdo das DSB, realizacdo de uma
“ponte” molecular entre as terminagdes da quebra, modificagdo das terminagdes para que
ocorra a compatibilizacdo e ligacdo e por fim a ligacdo das fitas. O NHEJ ndo é dependente
de regiGes de alta similaridade, como LCRs ou MEPs, porém algumas translocacdes e
delecBes ndo classicas do cromossomo 17p tem em seus pontos de quebra LCRs, isso
demonstra que apesar de ndo ser necessarias para a ocorréncia de NHEJ, LCRs podem
estimular o processo (Stankiewicz et al., 2003a). A localizacdo, no genoma, de onde ocorreu
0 processo de NHEJ, s6 ¢é possivel pelo fato haver a insercdo ou a delecdo de poucos
nucleotideos, para que ocorra a compatibilizacdo das extremidades das fitas, esse fato deixa
uma “cicatriz” no genoma pertmitindo assim a andlise. Desta forma, quebras consecutivas e

juncgoes indevidas, podem resultar em dele¢des e modificar a estrutura gendmica.



Introdugdo - 25

Figura 5. Representagdo esquematica mostrando NHEJ.

O mecanismo FoSTeS (Fork Stalling and Template Switching), diferentemente do
NAHR e NHEJ, tem como base a replicacdo do DNA e também pode gerar rearranjos
genémicos. O processo da origem a rearranjos complexos com poucos pares de base de
identidade. O processo foi estudado em regides de triplicacdo, delecdo e segmentos nao
alterados do gene PLP1. De acordo com o modelo proposto por Lee et al. (2007), a nova fita
que esta sendo sintetizada, no processo de duplicacdo, pode se desprender do DNA molde e
invadir uma outra forquilha de replicacdo, continuando sua sintese de maneira errbnea. O
processo é dependente de regides de micro-homologia entre as fitas (poucos pares de base),
além disso, 0 FoSTeS podem ocorrer em sequéncia gerando alteragdes multiplas e em série
(Zhang et al., 2009). Representacdo esquematica dos mecanismos FoSTeS é mostrada na

figura 5.
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Figura 6. Representacdo esquematica do mecanismo FoSTeS. (A) Apos a parada da forquilha de
replicacdo a cadeia “atrasada” (pontilhado vermelho) se desacopla da cadeia original e se anela com a
segunda forquilha (pontilhado verde) através de micro homologia; (B) seguindo a extensdo do novo
“iniciador” o DNA ¢ sintetizado; (C) apds o desacoplamento, pode haver ainda a invasdo de uma
terceira fita (pontilhado preto); (D) retomada a replicacdo na forquilha original (Lee et al., 2007).

Além dos trés processos descritos (NAHR, NHEJ e FoSTeS), CNVs podem ocorrer
pela insercdo de elementos L1. Esses elementos sdo 0s Unicos transposons no genoma
humano que apresentam atividade autdbnoma e cobrem cerca de 16% de todo o DNA
genébmico (Goodier & Kazazian, 2008). Além disso, no momento da transposi¢cdo, 0s
elementos L1, podem ser inseridos em regifes génicas, estes elementos também sdo
responsaveis pela mobilizacdo de elementos Alu e elementos SVA (SINE-R, VNTR). Xing et
al. (2009) utilizaram andlises computacionais e verificaram que cerca de 10% de insercGes e

delecdes estdo ligadas a algum tipo de elemento transponivel, seja L1, Alu ou SVA.

As delecdes recorrentes da SMS, sejam elas classicas (~4Mb) ou menores,

envolvendo a regido SMS critica (1,1Mb) sdo geradas por NAHR. Outras dele¢des, ndo
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recorrentes sao gerados por mecanismos ndo dependentes de homologia (Stankiewicz et al.,

2003D).

1.5. Correlacdo Fenotipo/Genotipo na SMS

N&o hé distincdo fenotipica entre os pacientes que apresentam grandes ou pequenas
delecdes na regido cromossomica 17p11.2 (Potocki et al., 2003). Pacientes com mutacdo no
gene RAIL diferem de pacientes com delecéo por apresentar obesidade, e por ndo apresentar
baixa estatura ou anomalias do sistema de 6rgdos (Slager et al., 2003; Bi et al., 2004;
Girirajan et al., 2005). Todos os outros sinais clinicos, associados a SMS, estavam presentes

em pacientes que apresentavam mutacgdes no gene RAIL.

Pacientes que apresentam o diagnostico clinico de SMS, mas ndo apresentam dele¢des
no cromossomo 17p11.2 ou mutagdes no gene RAIL, sdo denominados SMS-like. Williams et
al. (2010), analisaram 52 pacientes SMS-like. Clinicamente estes pacientes se diferenciavam
dos pacientes com mutagdo (dell7pll.2 ou gene RAI1 mutado), por apresentarem maior
frequéncia de comportamentos estereotipados e convulsdes; e em menor frequéncia,
anomalias craniofaciais e oculares, infec¢bes de ouvido, fissura de labio e palato, voz rouca,

alteracdes cardiacas, problemas digestivos, baixa estatura e braquidactilia.

1.6. Diagnostico da SMS

O diagnéstico da SMS tem inicio em uma suspeita clinico que se sustenta por
caracteristicas faciais, fendtipo comportamental e distdrbio do sono, e esta suspeita é
confirmada somente com a deteccdo de uma alteracdo na regido p11.2 do cromossomo 17 ou

de mutacgdes no gene RAIL. O fenotipo comportamental na SMS € Gnico e em conjunto com o
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distarbio de sono, voz rouca, caracteristicas de maos e pés, excelente memodria de longa
duracdo, habilidade e foco em computadores, algumas cicatrizes caracteristicas do
comportamento de auto-injdria, associados com a face sugestiva para SMS sdo pistas
importantes para a realizacdo do diagnostico. O diagnostico diferencial deve ser feito com
sindrome da delegdo 9934, sindrome de Down, sindrome de Williams, sindrome de Prade-
Willi, sindrome da delecdo 22g11.2 e sindrome de Sotos (Tabela 6) (Elsea & Girirajan,

2008).

A confirmacdo do diagndstico pode ser realizada através da deteccdo da delecdo
17pl11.2, através de citogenética classica, citogenética molecular ou métodos de genética
molecular (Elsea & Girirajan, 2008). E possivel através de andlise citogenética utilizando
bandamento G, com 550 bandas ou mais, de resolucdo, detectar a delecdo de tamanho mais
frequente de ~4Mb de extensdo (70% dos casos). Além disso, a utilizacdo de Hibridacdo in
situ com Fluorescéncia (FISH), utilizando uma sonda especifica com alvo para o gene RAI1,

é eficiente e 0 método mais utilizando (Elsea & Girirajan, 2008; Vlangos et al., 2005).

Porém, métodos utilizando DNA sdo mais rapidos, tem maior custo beneficio e
podem ser utilizados em grande quantidade de pacientes ao mesmo tempo. Além disso,
MLPA ou gPCR podem identificar delecdes menores e em resolugdo maior que a FISH ou o

bandamento G (Truong et al., 2008).
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Tabela 6. Sindromes com diagndstico diferencial para SMS*.

Sindrome OMIM Principais Sinais clinicos Genes
Sindrome da delecéo 9934 #610253  Deficiéncia mental, Braquicefalia, EHMT1
Hiplopasia de face média,
hipertelorismo, sinofre, prognatismo,
hiponia, problemas cardiacos, perda de
audicdo, disturbio de sono, disturbio
obsessivo compulsivo, movimentos
estereotipados
Sindrome de Down #190685 Deficiéncia mental, hipotonia, baixa DSCR1,
estatura, braquicefalia, fissuras DSCR2,
palpebrais inclinadas para cima, DSCR3,
alteracbes cardiacas, braquidactilia, DSCR4
orelhas pequenas, apnéa obstrutiva do
sono
Sindrome de Williams #194050 Deficiéncia mental, face caracteristica, ELN,
estenose aortica supravalvular, baixa LIMK1,
estatura, personalidade sociavel. CYLNZ,
GTF2IRD1,
GTF2I
Sindrome de Prader-Willi #176270 Deficiéncia mental, atraso de fala e SNRPN,
motor, braquicefalia, labios em “v” Necdin
invertido, hipotonia, baixa estatura,
hiperfagia, hipoplasia genital, auto
injaria e comportamento obsessivo-
compulsivo
Sindrome da delecdo 22q11.2 #188400 Alteracbes cardiacas, insuficiéncia TBX1
velofaringeal, atraso neuropsicomotor,
immunedeficiencia, hypocalcemia,
perda  de  audicdo, anomalias
esqueléticas
Sindrome de Sotos #117550 Deficéncia mental, hipotonia, atraso NSD1

neuropsicomotor,  dificuldades de
alimentacéo, alta estatura,
macrocefalia,  frontal  proeminete,
fissura palpebrais inclinadas para
baixo, convulsdes, escoliose e
deficieéncias cardiacas e renais

* (Elsea & Girirajan, 2008).
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Figura 7. Representacdo esquematica da regido 17pl11.2. Localizacdo das sondas utilizadas para a
realizacdo dos métodos de FISH e MLPA.

Caso a delecdo ndo seja detectada (~10% dos casos) deve-se realizar o
sequenciamento do gene RAIL. Todas as mutacdes descritas estdo localizadas no éxon 3 do

gene (Stenson et al., 2009a; Stenson et al., 2009b).

Em casos em que a delecdo na regido 17p11.2 ou mutagdes no gene RAIL ndo sdo
encontradas, sugere-se a realizacdo de aCGH, com o objetivo de detectar delecGes atipicas

que podem estar presentes em 20 a 25% dos casos.

A figura 7 representa um fluxograma dos caminhos a ser seguidos para o diagndstico

dos pacientes suspeitos de portarem SMS.
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Figura 8. Fluxograma utilizado neste projeto para realizagdo do diagndstico da SMS (Elsea &
Girirajan, 2008).



Objetivos
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Apesar da SMS, ter sido descrita h4 aproximadamente trés décadas, e sua
etiologia ligada a delecdo da regido 17p11.2 e a mutagGes no gene RAIL, uma grande
namero de pacientes com caracteristicas clinicas muito similares, denominados de SMS-
like, levam a crer que existem outros mecanismos ou regides gendmicas associadas a este

fenotipo. Desta forma este estudo teve como objetivos:

Objetivos primarios

1. Realizar a caracterizagdo molecular da delecdo, na regido 17pll1.2, de
pacientes com SMS, que apresentavam diagndstico clinico e laboratorial
(FISH);

2. Realizar o sequenciamento do gene RAIL, em busca de mutacdes de ponto
e/ou pequenas insercdes/delecbes, nos pacientes que apresentavam
suspeita clinica de SMS, porém ndo apresentavam delecdo na regido
17p11.2(FISH);

3. Realizar analise molecular, no genoma completo do paciente, através de
aCGH, em busca de delegdes atipicas; nos casos que nao foram verificados
delecdes na regido 17p11.2 e mutagbes em RAIL.

4. Realizar caracterizacdo clinica dos casos do grupo amostral com
diagnadstico clinico de SMS;

5. Realizar correlacdo genotipo/fendtipo entre pacientes com delegdes de
tamanho cléssico, dele¢des de tamanho atipico, mutagcdes no gene RAIL e

casos SMS-like.
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Obijetivos secundarios

1. Caracterizar as delecGes quanto aos mecanismos que as geraram;
2. ldentificar dentro do grupo amostral, casos com suspeita diagndstica de

SMS, porém associados com regiGes gendmicas, que ndo 17p11.2;



Materiais e Métodos



Materiais e Métodos - 36

3.1. Casuistica
Para a realizacdo deste estudo foram avaliados 48 pacientes brasileiros com
suspeita diagnostica de sindrome de Smith-Magenis. Os pacientes foram recrutados

através de trés agdes:

e a partir do livro de registro dos atendimentos ambulatoriais do Servico de
Aconselhamento Genético (SAG-IBB-UNESP), sendo selecionados 0s casos com
diagnostico clinico de SMS;

e através da divulgacdo da SMS por palestras e envio de folhetos explicativos para
as Associacgoes de Pais e Amigos Excepcionais (APAE) do Estado de Séo Paulo.

e Divulgacdo do projeto de pesquisa entre 0s geneticistas e outros centros para que
encaminhassem pacientes com suspeita diagndstica da SMS ao SAG-IBB-

UNESP.

Desta forma, os pacientes com suspeita da SMS foram convocados pelos centros
participantes do estudo e convidados a participar da pesquisa. Na concordancia do
responsavel pelo paciente com a pesquisa, foi assinado o Termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE) (Anexo 02). Para a avaliacdo clinica e triagem dos casos
encaminhados foi utilizada a ficha clinica padrdo para diagnéstico clinico da SMS do
SAG-IBB-UNESP (Anexo 3), fotografados e convidados a comparecer a instituicdo sede
para avaliacdo clinica e realizacdo do cari6tipo por bandamento GTG e FISH. Para os
pacientes de outros estados ou quando ndo havia possibilidade da presenca do paciente na
instituicdo sede, foi enviado ao SAG-IBB-UNESP amostra bioldgica, foto e todos os

dados de avaliacdo clinica disponiveis.
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3.2. Aspectos éticos

O projeto da pesquisa teve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (OF.

447/2007-CEP) da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP-SP (Anexo 01).

Todos os responsaveis pelos pacientes foram informados dos objetivos do projeto
e quando aceitavam participar do mesmo assinavam o TCLE em duas vias. Uma via ficou

com 0s responsaveis e a outra se encontra no prontuario do paciente arquivado no SAG.

Uma vez que as caracteristicas faciais sdo componentes essenciais ao diagnostico
clinico, foi solicitada a autorizacdo dos responsaveis, para publicacdo das fotografias do

paciente, sem a colocacéo de tarja sobre os olhos.

3.3. Grupos amostrais

Desta forma selecionamos 48 pacientes, dos quais 31 foram incluidos no estudo. O
motivo para a exclusdo de 17 pacientes foi devido a falta de dados para o

preenchimento dos critérios de incluséo (item 3.3.1).

Todos os pacientes incluidos foram submetidos a exames citogenéticos por
bandamento GTG e por hibridacgéo in situ por fluorescéncia (FISH) para os genes RAIL
e FLII. Foi coletado material para exames genéticos moleculares, sendo que uma
amostra biolégica dos seus pais também foi coletada, com o objetivo de estudar a
heranca de uma possivel mutacdo ou excluir a possibilidade de qualquer alteracdo ser

um polimorfismo populacional.
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3.3.1. Critérios de inclusédo

Foram incluidos neste estudo todos os pacientes que apresentavam suspeita clinica
de SMS. Entre os sinais clinicos observados e que indicavam um fendtipo sugestivo
estavam face tipica de SMS (hipoplasia de face média, 1abio superior em “v”invertido e
braquicefalia), distirbios de sono (dificil de adormecer e constantes despertares),
hipotonia infantil, deficiéncia mental de grau varidvel, atrasos de fala, motor e de

desenvolvimento, autoflagelagéo e movimentos estereotipados.

3.3.2. Critérios de exclusao

Critérios de exclusdo foram considerados para ndo incluir no grupo amostral
aqueles pacientes com outras causas genéticas, multifatoriais ou ambientais mais
evidentes que provocaram a deficiéncia mental do paciente. Desta forma, foram excluidos

do estudo, pacientes que apresentassem:

e outra doenca genética suspeitada ou diagnosticada na avaliagdo genético-clinica.
e malformacdo grave de sistema nervoso central.
e histdrico ou injaria peri-natal ou quadro clinico compativel com paralisia cerebral.

e ndo ser possivel ter informacGes seguras para preencher os critérios de incluséo.

Para os pacientes que ndo preencheram os criterios de inclusdo ou que tiveram
algum dos critérios de exclusdo para esta pesquisa, foi oferecida a continuidade no
atendimento ambulatorial de rotina do SAG-IBB-UNESP e/ou em outros servicos de

genética envolvidos na mesma pesquisa.
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3.3.3. Avaliacdo clinica

Os pacientes selecionados foram avaliados pelo geneticista clinico dos respectivos
servigos, e foi preenchida uma ficha padrdo do SAG-1BB-UNESP de anamnese genético-
clinica, e uma ficha resumo de SMS (Anexo 03). Para documentagdo de cada caso, todos
os pacientes foram fotografados - face (frente e perfil), médos e pés. Os sinais e sintomas

da SMS foram tabulados como presente (+), ausente (-) ou ndo disponivel (nd).

Os dados antropométricos obtidos dos pacientes foram comparados com as tabelas
de peso e estatura do “National Center for Health Statistics” (2000), considerando-se
como limite inferior da normalidade o percentil 5 e superior o percentil 95. Dentre 0s
dados de nascimento foram requeridos: a idade gestacional e a adequacdo do peso de
nascimento para a idade gestacional. Definiu-se como prematuro quando a idade
gestacional foi menor que 37 semanas, segundo critério adotado pela Organizacao
Mundial da Saude. A adequacdo do peso ao nascimento para a idade gestacional baseou-
se na tabela de (Alexander et al., 1996), tendo como limite minimo da normalidade o

percentil 10.
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3.4 Analises Laboratoriais

3.4.1 Obtencéo de amostra bioldgica

Para a realizagdo das andlises laboratoriais foram coletados 9 ml de sangue
periférico em dois tubos: 1° tubo contendo anticoagulante EDTA a 6% (frasco Vacuette®
EDTA 3ml) e 2° tubo contendo anticoagulante heparina sédica 25.000 Ul (frasco
Vacuette® Heparina 6ml) de cada paciente bem como de seus genitores. Os tubos foram

mantidos sob refrigeracdo (4°C) até o inicio das analises.

3.4.2 Analises Citogenéticas

A andlise por citogenética convencional e molecular foi realizada no Laboratorio
de Citogenética do SAG-IBB-UNESP. O FISH foi utilizado como o primeiro teste

laboratorial para confirmacdo da SMS.

3.4.2.1.  Hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH)

A técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) para as sondas comerciais
seguiu os protocolos padrdo que acompanham cada produto. Neste estudo foram

utilizadas duas sondas comerciais da CYTOCELL® para a regido critica da SMS.

A sonda CYTOCELL® para o gene FLII possui 80Kb e flanqueia a regido distal e
proximal do gene FLII (Campbell et al., 1997), o qual mostra-se deletado na maioria dos
pacientes (Chen et al., 1995); j& a sonda para o0 gene RAI1 possui 160Kb e flanqueia a

regido distal do gene RAI1, esta sonda encontra-se no marcador D17S258 (figura 6).
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3.4.3. Analises moleculares

3.4.3.1 Obten¢do do DNA gendmico

O DNA foi extraido, de uma aliquota (1ml) do tubo contendo 3ml de sangue com
EDTA, com o kit comercial de extracio Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega). Este protocolo segue 0s seguintes passos: lise das hemacias; lise dos
leucdcitos; precipitacdo salina das proteinas nucleares e citoplasmaticas seguido da
precipitacdo do DNA genémico com isopropanol a 100%; o DNA foi lavado com etanol a
70% e, depois de secagem a temperatura ambiente, hidratacdo do pellet de DNA em
100pL de tampédo TE (Tris-HCI / EDTA) e incubacdo em banho-maria por 60 minutos a

65°C.

As amostras de DNA foram quantificadas e qualificadas através de leitura em
spectrofotémetro (ND-100 Spectrophotometer da NanoDrop®). Neste processo utilizou-se
1,5uL da amostra. Uma aliquota do material foi diluida em &gua deionizada para uma
concentracgéo final de 100ng/pL e volume final de 100ul (solucdo de trabalho), o restante

da solucdo original foi armazenado em freezer a temperatura de -20°C.
3.4.3.2 Andlise de CNVs por microarranjo (aCGH)

Foram realizadas analises de microarranjo de alta densidade de SNPs e sondas
para andlise de CNVs, avaliando variacdo do nimero de cdpias no genoma completo dos

32 casos com suspeita de SMS.

O sistema utilizado foi o Affymetrix® Genome Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0,
que apresenta no total cerca de 1.8 milhGes de marcadores molecular, sendo 906.600
Polimorfismos de Nucleotide Unico (SNPs) e 946.000 sondas para a detec¢do de CNVs.

O protocolo padrdo que acompanha apresenta sete procedimentos até o escaneamento do
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chip: digestdo do DNA gendmico, ligagdo com os terminadores Nsp e Sty, amplificacdo

dos fragmentos, fragmentacdo dos produtos de PCR, marcacao, hibridizacéo e lavagem.

O DNA genémico total (500 ng — 10ul a 50ng/ul de concentracdo) foi digerido
com enzimas de restricdo NSP | e Sty I. Estas enzimas de restricdo geram terminacgdes
com quatro nucleotideos livres (overhang) permitindo a ligacdo de adaptadores. Todos 0s
fragmentos resultantes da digestdo de enzimas de restricdo, independentemente do
tamanho, sdo substratos para a ligacdo do adaptador. Um iniciador, contendo a sequéncia
de adaptador foi usado para amplificar os fragmentos por PCR e as condi¢des de PCR
foram otimizadas para amplificar fragmentos de preferéncia, na faixa de tamanho de 200
a 1100 pb. Os produtos de PCR foram purificados usando peérolas de poliestireno. O DNA
amplificado foi entdo fragmentado utilizando-se DNAase I. Apds a fragmentacdo séo
esperados sequéncia menores que 180 estas sequéncias entdo foram marcadas utilizando-
se a enzima dessoxinucleotideo terminal transferase (TdT). Por fim, as sequéncias foram

hibridizadas na matriz (GeneChip®).

O processo que antecedeu o escaneamento dos chips foi a lavagem e coloragéo.
Para isso foi utilizado a GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetryx®), onde foram
utilizados tampGes adstringentes e ndo adstringentes, além de uma solucdo de anticorpo
anti-estrepdavidina. Para a coloragdo € utilizada uma solucdo de estreptavidina-
ficoeritrina. O escaneamento dos Chips foi realizado na estagdo de trabalho GeneChip

Scanner 3000 7G (Affymetryx®).

As analises de variacdes de numeros de copias foram realizadas utilizando-se o
algoritmo estatistico Birdseed v2, através do o programa Affymetrix® Genotyping

Console™ Version 4.0.
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Figura 9 . Metodologia utilizada para a analise de CNVs por microarranjos.

3.4.3.3 PCR quantitativa em tempo real (qPCR)

As analises utilizando g-PCR foram realizadas com o objetivo de confirmar CNVs
potencialmente patologicas. Para estas analises foram desenvolvidos iniciadores
especificos para as regides do exons 2 e 3 do gene RAI1 e para a regido do gene HES5 na
regido cromossdmica 1p36. Além disso, foi desenvolvidos iniciadores para o gene da f-

actina, como o objetivo deste gene ser o gene de referéncia das analises. A sequéncias dos
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iniciadores sdo demonstrada na (tabela 7). Foi utilizado o programa on-line PrimerQuest

(IDT - <http://www.idtdna.com/>) para o desenvolvimento dos iniciadores.

Cada reacdo foi realizada com volume final de 20ul, contendo 10ul de iQ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad), 0,4ul de cada iniciador (10uM), 4,2ul de agua livre de
nucleases e 5ul de DNA genémico (15ng/ul). Todas as reacGes foram realizadas em
triplicata. Foi utilizado o equipamento CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-
Rad) de acordo com o programa descrito na tabela 8, uma etapa para a realizacdo de uma
curva de dissociacdo foi incluida. Para andlise dos resultados e determinacdo da
quantificagdo relativa (ACt), foi utilizado o programa CFX Manager Software (versdo

1.6).

Tabela 7. Iniciadores utilizados na reacdo de PCR guantitativa

Iniciador

. Sequencia Forward Sequencia reverse

1 TCTCATCTGGCCACCGCGTTCT CGTCTGGCCGTCTCCCTTT

2 AGCCTGAAATCCGCCTCAAGTACA AACAGTGCATATGGTGGTGAACGC
3 AGGACTACAGCGAAGGCTACTCGT  CTGGAAGTGGTACAGCAGCTTCTA
4 GCGTGACATTAAGGAGAAG GAAGGAAGGCTGGAAGAG

e 1 -—gene RAIL exon 2 — produto 91bp; 2 — gene RAIL exon 3 — produto 125bp; 4 - gene HSES
(1p36) — produto 104bp; 4 — gene B-actina — produto 172 pb
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Tabela 8. Programa utilizado para a reacdo de PCR quantitativa.

Etapa do processo de PCR Temperatura/Tempo
Desnaturacéo inicial 95°C / 10min
Desnaturacéo 95°C / 15seg 40X
Pareamento 56° C/ 30seg Leitura da placa
ao final de cada
Extenséo 72°C/ 30seg ciclo
95°C/ 1min
55°C/ 1 min
Rampa 0.5°C
Curva de dissociagao 55-95° / 10 seg Leitura da placa
ao final de cada
ciclo

3.4.3.4 Andlise dos éxons dos gene RAI1 através do sequienciamento direto

A andlise dos éxons dos gene RAI1 através de seqiienciamento direto foi realizada
em 25 casos com suspeita clinica de SMS e que ndo foi detectada a delecdo da regido

cromossOmica 17p11.2 . Esta andlise seguiu as seguintes etapas:

Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

Para a realizacdo da PCR foram desenvolvidos iniciadores especificos que
flanqueiam os éxons de 1 a 6 do gene RAIL. Para o éxon 3 do gene foi necessario o
desenvolvimento de 14 pares de iniciadores, devido ao tamanho do éxon. Desta forma
foram utilizados 19 pares iniciadores especificos (Tabela 9). Foi utilizado o programa on-
line PrimerQuest (IDT - <http://www.idtdna.com/>) para o desenvolvimento dos

iniciadores.
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Tabela 9. Iniciadores utilizados para a realizacdo das PCRs pre-sequenciamento.

Iniciador Sequencia Forward Sequencia Reverse Pr(%dbl;to
1 502
2 TTGCAAGCGGCTGGCGAGAG CTGCAGCCCCGGACTCC 302
3a CCTTCCCTCCCTCCCTCCCTTCC ~ CACCCCTGCAGGTAGTGGCTG 468
3b CGCTATGCTGGTGAGGAGAGCC CCGACTGGTAGGCATGAAGATTC 484
3c CCATGACAGGCCGCTGACTGC CAGGGAGCTTGTCCTTCTGAAG 533

3d CTGACCACAGCCACTTCATGCC CACGGACTCGGGCTTGGCCTTCG 500
3e CAGCTTCCTCTACTGCAACCAG GCGAAGGCCACGGAAGGGTCTTC 504
3f GCCCGACTCCTTGCAGCTGGAC CCGGTCAGCCTTGGCCACCTCGG 508
3g GGACTTCAAGCAGGAGGAGGTGG CAGAGAGGCGTCCGAGGTGGTG 493

3h CACATGAAGCCAGGTGAAGAGG CTGGAGGCAGCCTTGGGTGAG 482
3i CGTTCTCTCACGGCCCTGAGTG GCCACTGGCGTTGCTGCTGCTGC 588
3 GCGCTCAAAAGGAAGTCGGCC CCACATTTACCAGGCCTTCTTCC 496
3k CCCTTTCCGACAAAGACCGTGG GTGTGGCCTGGCTGTTTCTGTG 508
3l GGAGGAGCTGGGCCTGGCCTC CAAGTGCATCGTGGAGGAGAGG 514
3m CCTGGCCACACTCCCTGGAGG CTGCCGGAGCCTCCTTGCTGCAC 497
3n TGTGCAGCTGCCGCCACT ACTCTGCAGATTGTCCCGAGA 468

4 GCACACACCACCAACCCTCACT  AATGCCTCATTTCCATGTCC 508

5 GGAGTGGAGTGGAGTGTGGAGG GGACTGTGAAGGAGGTGCGAGG 302

6 GTCAATAAAGATACAACGATTG  GCACATGGTTGGGCTGTGTCAAC 445

Cada reagdo de PCR foi realizada com volume final de 20ul, contendo 1ul de
DNA (100ng/ul), 2ul de desoxinucletideos 2,5mM (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 0,5ul
de cada iniciador especifico (10mM), e 0,5ul Go Taq Hot Start Polymerase (Promega).
As amplificages in vitro foram realizadas de acordo com o programa descrito na tabela
10. O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 2,0%, na condi¢do de corrida de
150 volts por 30 minutos, corado com brometo de etidio e analisado sob luz ultravioleta.
Além disso, foi utilizado um marcador de peso molecular (ladder) de 100pb como

referéncia.
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Tabela 10. Programa utilizado para a reacao de PCR pré-sequenciamento

Etapa da reagdo Temperatura/Tempo
Desnaturacao inicial 95°C / 5min

Desnaturacéo 95°C/15seg

Pareamento 60° C/15seg 35X
Extenséo 72°C/1min

Extensdo final 72°C/Tmin

Para a remocdo dos reagentes ndo utilizados no final da PCR, foi utilizado
EXoSAP-IT, que foi adicionado na reacdo na proporcdo de 2ul a cada 5ul de reagcdo. A
reacdo foi encubada a 37° por 15 minutos para a degradacdo dos reagentes pela
Exonuclease I, presente no EXoSAP-IT, e posteriormente foi aquecida a 80°C por 15

minutos para a inativacdo da enzima.

Sequenciamento

A reacdo de sequenciamento foi realizada com o volume final de 10ul, contendo
5ul de agua ultrapura e livre de nucleases, 1 ul de 5x BD sequencing buffer, 1ul de
BigDye® Terminator (v3.1), lul de iniciador “reverse” e 2 ul de produto de PCR. O
programa da reacdo de seqlienciamento esta descrito na tabela 11.

Tabela 11. Programa utilizado para a reagdo de sequenciamento.

Etapa da reagdo Temperatura/Tempo
Desnaturacao inicial 96°C / 7min

Desnaturacéo 96°C/10seg

Pareamento 50° C/5seqg 25X

Extenséo 60°C/1min e 15 seg
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Para a remocdo dos reagentes ndo utilizados no final da reacdo de

sequenciamento, foi utilizado a Performa® DTR V3 96-well short plate (EdgeBio).

O sequenciamento foi realizado em sequienciador automatico 96-capillary 3730xl
DNA Analyzer (Applied Biosystems) seguindo protocolo padrdo do fabricante. Para a

montagem e andlise de sequencia foi utilizado o programa SeqMan 5.08 (DNAStar Inc.).

3.4.4. Andlise estatistica

Para analisar a possiveis correlacdes entre os dados clinicos e os dados de analise
molecular, foi realizado tratamento estatistico dos resultados utilizando teste t de Student

nédo pareado e teste exato de Fisher.
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Resultados
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Abstract

Smith-Magenis syndrome (SMS) is a complex disorder whose clinical features
include mild to severe intellectual disability with speech delay, growth failure,
brachycephaly, flat midface, short broad hands, and behavioral problems. SMS is
typically caused by a large deletion on 17p11.2 that encompasses multiple genes
including the retinoic acid-induced 1, RAII, gene or a mutation in the RAII gene.
Here we have evaluated 30 patients with suspected SMS and identified SMS-
associated classical 17pl11.2 deletions in six patients, an atypical deletion of
approximately 139 kb that partially deletes the RAII gene in one patient, and RAII
gene nonsynonymous alterations in two patients. Clinical features of patients with
or without 17pl11.2 deletions and mutations involving the RAII gene were
compared to identify phenotypes that may be useful in diagnosing patients with

SMS.

Keywords

Smith-Magenis Syndrome; 17p11.2; RAII; arrayCGH; mutation; Deletion

Introduction

Smith-Magenis syndrome (SMS, MIM 182290) is a multiple congenital anomalies
and intellectual disability syndrome associated with an interstitial deletion of
chromosome 17pl11.2. The incidence of SMS is estimated to be approximately
1:15,000-1:25,000 births. ! Smith-Magenis syndrome is most commonly
characterized by a variable degree of intellectual disability including speech and
motor delay, craniofacial and skeletal anomalies, sleep disturbance, self-injurious
and attention-seeking behaviors.2 Facial features include brachycephaly, midface
hypoplasia, "tented" upper lip, relative prognathism with age, brachydactyly, short

stature, short/broad hands, deep-set and close-spaced eyes.34 Sleep disturbance is
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present in 88% of SMS cases and is characterized by difficulty getting to sleep,
frequent nocturnal awakenings, early sleep offset and daytime sleepiness with a
need for daytime naps.67 The behavioral phenotype includes onychotillomania,
polyemboilokomania, “hand licking and page flipping”, “self-hugging” and
hyperactivity.> SMS clinical features overlap with other intellectual disability
syndromes such as Prader-Willi, Williams and Down syndromes, which often
complicates its clinical diagnosis.

A majority, approximately 90%, of SMS patients have a deletion of chromosome
17p11.2 that includes the RAII gene. The classical SMS deletions span
approximately 3.5 Mb of 17p11.2 and are present in approximately 70% of affected
individuals. Atypical (smaller or larger) deletions including the 17p11.2 band occur
in approximately 20% of other affected individuals.8° Mutations in the RAII gene
have been observed in approximately 10% of all reported SMS cases.®

We have analyzed 30 patients of Brazilian origin that were clinically suspected
to have SMS. Fluorescence in situ Hybridization (FISH) analyses revealed six
patients with a classical 17p11.2 deletion. Using arrayCGH analyses, we mapped
the approximate locations of the deletion boundaries in these six patients and
identified an atypical small deletion of approximately 139 kb that included exons 1
and 2 of the RAII gene in one additional patient. Mutation screening of the coding
region of the RAII gene in the remaining patients identified two patients with novel

heterozygous nonsynonymous alterations of unknown significance.

Material and methods

Fluorescence in situ Hybridization (FISH)

Metaphase chromosome spreads were obtained from lymphoblasts from patients
using conventional methods. FISH was performed using commercial probes with

the RAII gene (catalog # LPU019, Cytocell, USA) as the target. The probe was 160
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kb in size and flanks the distal region of the RAII gene (D17S258). Metaphase

analyses were performed using a florescence microscope (Leitz DM RBE - LEICA®).

Whole genome array CGH and quantitative PCR

Genomic DNA was purified using the Wizard® Genomic DNA Purification Kit
(Promega, California, USA). Patient DNA was labeled, hybridized to an Affymetrix®
Genome Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0 array, and washed according to the
manufacturer's protocol. Data quality was assessed using the Birdseed v2
algorithm. Signal intensity and copy number status for each probe set was
extracted using Affymetrix® Genotyping Console™ Version 4.0 software. Changes in
copy number were confirmed by quantitative PCR (qPCR) using iQ SYBR Green
Supermix on a CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad®) as previously

described.10 Data were analyzed with CFX Manager Software (Bio-Rad®).

Mutation screening

The entire coding region and up to 100bp of flanking intronic sequences of the RAII
gene were amplified by standard PCR. Amplified products were treated with
ExoSAP-IT® (USB Corporation), bidirectionally sequenced by the Sanger method
using the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit and separated on an ABI
3730xl DNA analyzer (Applied Biosystems). Primer sequences and reaction mixes
are available upon request. Sequences were analyzed with DNASTAR SeqMan II

software (Madison, WI).

Results
Clinical characterization of patients with suspected Smith-Magenis syndrome
We have analyzed a cohort of 30 Brazilian patients with clinical features suspected

of SMS. These patients have some of the features typically seen in patients with
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SMS. For example, typical facies (brachycephaly, midface hypoplasia, "tented"
upper lip), intellectual disability, sleep disturbance, hypotonia, speech delay and
characteristic SMS behaviors (self-injury, self-hugging, aggression).

Of thirty patients clinically and molecularly evaluated, six had -classical
deletions, one had an atypical deletion, and two showed nonsynonymous
alterations in the RAII gene. These 9 cases were classified as the SMS group,
whose clinical features are described individually in the Supplemental Text. The
other 21 cases were classified as an SMS-like group, as previously suggested
(Williams et al. 2010), as they showed some clinical features of SMS, but no
chromosome 17p11.2 deletion or a RAII mutation.

All cases showed some intellectual disability and behavior disturbance, with
self-injurious behavior and hyperactivity most frequently noted. Clinical features
are summarized in Table 1. Facial phenotypes of patients with a classical deletion,
an atypical deletion, and an RAII point mutation and from the SMS-like group are

shown in Figure 1.

Figure 1 Facial features of patients with (A) a classical deletion (SAG6052), (B) an atypical
deletion (SAG7567), (C) a nonsynonymous variant, p.R1217Q (SAG4739), and (D) a patient
from the SMS-like group, with no known alteration.
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Tablel. Clinical Features of SMS and SMS-like groups.

17p11.2 Classical ~ 17p11.2 Small RAIL sMst

Deletion, Deletion, Mutation, SMS-like?

n=6 (a) n=1 (b) n=2() (@b*0)
Age average 16.16 28.00 8.30 14.7 134
Gender 3M/3F 1M 2M 6M/3F 9M/12F
Craniofacial
Brachycephaly 4/6 0/1 1/2 5/9 8/21
Midface hypoplasia 5/5 0/1 1/1 5/7 15/21
Broad, square-shaped face 6/6 1/1 1/2 8/9 12/18
Deep-set, close-spaced eyes 5/6 0/1 1/2 6/9 11/21
Everted, "tented" upper lip 6/6 0/1 212 8/9 15/21
Relative prognathism with age 5/5 0/1 2/2 7/8 12/21
Dental anomalies 4/4 0/1 2/2 6/8 7/15
Skeletal
Short broad hands 5/5 11 212 8/8 8/19
Brachydactyly 4/4 - 0/1 4/5 1/11
Short stature 5/6 0/1 1/2 6/9 7/18
Scoliosis 2/6 1/1 0/1 3/8 9/21
Neurological
Cognitive impairment/developmental delay 6/6 1/1 2/2 9/9 20/21
Speech delay 6/6 0/1 212 8/9 19/20
Motor delay 4/4 212 6/6 9/9
Infantile hypotonia 3/5 0/1 212 5/8 16/20
Sleep disturbance 4/5 1/1 2/2 7/8 15/18
Oral sensorimotor dysfunction 3/3 0/1 1/1 4/5 8/11
Hyporeflexia 1/5 0/1 0/1 17 5/16
Epilepsia 2/6 0/1 1/2 3/9 10/17
Generalized complacency/lethargy (infancy) 4/4 0/1 1/1 5/6 9/14
Behavior
Self-hug 5/6 0/1 212 7/9 13/21
Onychotillomania 3/5 1/1 2/2 6/8 15/20
Polyembolokoilamania 4/5 0/1 212 6/8 8/19
Head banging/face slapping 0/1 1/1 2/2 3/4 6/9
Hand biting 3/4 0/1 212 5/7 7/10
Attention seeking 4/4 1/1 1/1 6/6 11/13
Aggressive behavior 5/5 1/1 2/2 8/8 17/20
Lick and flip 2/4 1/1 212 5/7 8/15
Self-injurious behaviors 6/6 1/1 212 9/9 18/20
Hyperactivity 3/3 1/1 2/2 6/6 4/4
Other Features
Hearing loss 2/5 2/5 3/10
Myopia 1/1 -—-- -—-- 11 1/5
Strabismus 3/3 3/3 0/1
Iris abnormalities 3/3 -—-- — 3/3 0/6
History of constipation 2/4 1/1 0/1 3/6 9/16
Inverted circadian rhythm of melatonin 0/1 1/1 1/1 2/3 6/9
Velopharyngeal insufficiency 1/1 0/1 -—-- 1/2 17
Cardiac defects 0/5 0/1 0/1 0/7 6/14
Renal/urinary tract abnormalities 1/2 0/1 e 1/3 2/6
Cleft lip/palate 0/5 -—-- 0/2 0/7 0/16
Hypogonadism (in males) 1/2 -—-- 1/1 2/3 0/7
Obesity 2/4 0/1 0/2 217 3/16

del17p11.2 or RAI1 mutation, “no deletion
or point mutation
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FISH, whole genome arrayCGH and qPCR analyses

FISH analysis using commercial probes with the RAII gene as the target revealed
six patients with deletions at chromosome 17pl1.2 (data not shown). Whole
genome arrayCGH was performed to determine the size and breakpoints of the
deletions. The arrayCGH analysis confirmed all six 17pl11.2 deletions and
determined that the deletions were approximately 3.61 Mb-3.67 Mb in sizes (Figure
2A). Additionally, an atypical deletion of 139 kb was identified in one patient
(Figure 2B). This deletion included the 5’ end of the RAII gene and apparently
resulted in the partial loss of the RAII gene (Figure 2B). The coordinates and sizes
of all seven deletions are shown in Table 2. Of the 30 patients studied, 7 (23%) had

a deletion that included all or part of the RAII gene.

Table 2. 17p11.2 copy number variation identified in the SMS cohort.

Case n° Start (bp) End (bp) Size (Mb)
SAG6339 16658950 20336467 3.67
SAG7131 16714862 20325512 3.61
SAG7132 16676257 20325512 3.64
SAG7571 16712991 20336467 3.62
SAG5120 16697860 20325512 3.62
SAG6052 16714862 20336467 3.62
SAG7567 17507060 17645576 0.14
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Figure 2 (A) Array CGH profiles of chromosome 17 in 6 patients with the classical deletion
of SMS and schematic representation of chromosome 17p11.2. Representative gene content
of the 17p11.2 deletion is shown. The RAII gene is indicated by a red arrow. Other deletions
involving the 17p11.2 region described by Elsea and Girirajan3 are shown below. (B) Array
CGH profile of Chromosome 17 in SAG7567 and schematic representation of the RAII gene
transcript. Black bars indicate qPCR amplicons used for confirmation of deletions found by
arrayCGH.
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In order to confirm the results obtained by arrayCGH and to identify any
additional smaller deletions, all of the SMS group and the SMS-like group of
patients were analyzed by gqPCR using an amplicon specific to the RAIl gene.
Quantitative PCR and arrayCGH results were consistent (Figure 3A) for all six
patients with classical SMS deletions. Interestingly, in the case of the atypical
microdeletion, the results obtained by arrayCGH suggested the deletion ends at or
near exon 3 of the RAII gene. However, using primers for the initial and medial
portions of exon 3, qPCR determined that exon 3 was not deleted (data not shown).
Furthermore additional gPCR with exon 2 primers confirmed the presence of a de

novo heterozygous deletion in this patient (Figure 3B).
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Figure 3 (A) Analysis by qPCR, which confirmed the occurrence of deletion of exon 3 of the
RAII gene in six cases of SMS: PT1 (SAG6339) PT2 (SAG7131), PT3 (SAG7132), PT4
(SAG7571), PT5 (SAG5120), PT6 (SAG6052), along with normal controls (NL1 and NL2). (B)
Analysis by quantitative real-time PCR, which confirmed the occurrence of deletion of exon
2 of the RAII gene in one case of SMS. The parental samples do not carry the deletion,
shown with two normal controls (NL1 and NL2).
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RAI1 gene mutation screening in patients with no 17p11.2 deletion

Using direct sequencing of the coding region of the RAII gene, we identified two
heterozygous nonsynonymous variants in exon 3 of the gene (Figure 4). In patient
SAG4736, a c.3651G>A alteration is predicted to causes an amino acid change
from a glutamine to an arginine at position 1217 (Figure 4A). In patient SAG6888,
a c.4167A>G alteration is predicted to cause an arginine to a glutamine
substitution at position 1389 (Figure 4B). We also identified a new SNP (c.1143C>T;
p-A3881V) and several previously reported SNPs; allele frequencies of these SNPs in
this cohort are shown in Supplemental Table 1.

The two residues involved in the alterations were found to be highly conserved
(Figure 4C). Both alterations were absent in 150 control samples including 50
normal Brazilian controls. The pathogenicity of these two alterations remains to be
determined and thus these are considered variants of unknown significance.
Bioinformatic analyses were performed using PolyPhen, Shift, PMut and Panther.

The findings are summarized in Supplemental Table 2.
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Figure 4 Automated sequence chromatograms showing RAII variants in patients. Triplet
codon (underlined) and translated amino acids are shown. The two RAII gene heterozygous
variations, (A) a ¢.3631G>A (p.R1217Q) in patient SAG4739 and (B) a c.4167A>G
(p-Q1389R) in patient SAG6888 are shown. (C) Alignment of selected region of Human RAI1
showing residues (in bold types) altered in patients that are conserved in other mammals.

Discussion

Smith-Magenis syndrome is a contiguous gene deletion syndrome associated with
multiple physical anomalies, intellectual disability, sleep disturbance and
stereotypical behaviors. This combination of traits is associated with a
heterozygous deletion at chromosome 17p11.2. The clinical and molecular analyses
were performed to evaluate 30 patients suspected of having SMS. The evaluated
cases had a broad range of phenotypes, with some characteristics typical of SMS
(Table 1). More than 90% of the cases in this study had intellectual disability,
delayed speech-language development, and self-injurious behavior. Our findings
showed that 30% (9 / 30) had a deletion in the 17p11.2 region or a point mutation
in the RAI1 gene. Within this group, we found that 66% carried a classic deletion

(6/9), 11% had an atypical deletion (1/9) and 22% (2/9) had a missense alteration
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in the RAII gene. These data are similar to the proportion previously described by
Vlangos et al.9

When patients are separated into groups of SMS (9 patients) or SMS-like
individuals (21 patients), there were no statistical differences apparent in the
distributions of age or gender (data not shown). When craniofacial and skeletal
features were analyzed, only the features “small and broad hands” and
“brachydactyly” were more frequent in the SMS group. There were no significant
statistical differences between groups in the frequency of otorhinolaryngological,
neurological and behavioral features. Iris abnormalities were reported in 30% of
patients and it was the only feature with a significant statistical difference (between
SMS and SMS-like groupings) among those less frequently reported in patients with
SMS. In the study by Williams and co workers,!! ocular anomalies and
brachydactyly also showed significant statistical differences.

The analysis of the clinical data corroborated the idea that there are very
similar phenotypes among patients with a 17p11.2 deletion and those with a
mutation in the RAII gene. However, differences described by Williams et al.!! such
as stereotypical behavior, seizures, craniofacial anomalies, ear infections, cleft lip
and palate, hoarse voice, cardiac defects, digestive problems and short stature were
not noted in this study.!!

In this study, a case was found with an atypical deletion who did not have the
facial appearance or behavior frequently described in SMS. Normally, the primary
transcript of the RAII gene is transcribed from exons 3, 4, 5 and part of exon 6.
This atypical de novo deletion caused a loss of the noncoding exon 2, but not of the
coding exons. Interestingly, the deleted region is relatively rich in CpG islands!2 and
thus an impact on transcription regulation of the RAII gene is speculated.

Unfortunately, analyses to examine the RAII gene transcript were not possible
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since cultured cells from the patient were not available. In our knowledge this is
the first report of a partial deletion of the RAIigene in SMS group of patients.

In the six cases that showed a classic SMS deletion, the breakpoints were
recurrent and coincided with the regions described as proximal SMS-REP and
distal SMS-REP.13 This fact supports the idea that, in these classic cases, the
deletion mechanism may be the erroneous alignment of Low Copy Repeats (LCR),
generating a deleterious non-allelic homologous recombination.

Finally, we screened for mutations in exons 3, 4, 5 and the coding portion of
exon 6 (primary transcript) of the RAII gene in 24 patients. These were the 23
cases in which no deletions were found in the 17p11.2 region plus the single case
which showed a partial deletion of the RAII gene. There are currently 14 reported
mutations that have been described in the RAII gene.l4-18 We have identified two
additional nonsynonymous variants (R1217Q, Q1389R). The alterations are not
located in RAI1 functional domains, but the substituted amino acids have different
physical characteristics. One variant, p.Q1389R, was predicted to be pathological
or damaging. However, bioinformatic analyses (Supplemental Table 2) did not
suggest unequivocally pathological nature for variant p.R1217Q. Further analyses
of both variants in ethnically matched normal controls are warranted.

We conclude that phenotypic similarity exists among cases with deletions in
the 17p11.2 region or mutations in the RAII gene (SMS group) and cases with only
a few features of the SMS phenotype (SMS-like group). Our findings add
information towards the etiology of SMS and may facilitate a better diagnosis of

SMS.
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Supplemental Text

SAG6339: The patient is a 12 years 10 months old male with brachycephaly,
midface hypoplasia, deep-set and close-spaced eyes, ocular abnormalities (iris),
synophrys, everted and "tented" upper lip, relative prognathism, short/broad
hands, brachydactyly and short stature. Neurological features included
developmental, speech and motor delays and hypotonia. The behavioral phenotype
was characterized by aggression, self-injury (hand biting, polyembolokoilamania
and onychotillomania), “self-hugging”, attention-seeking and hyperactivity.

SAG7131: The patient is a 12 years 10 months male with brachycephaly,
midface hypoplasia, broad and square-shaped face, deep-set and close-spaced eyes
with iris abnormalities and strabismus, synophrys, everted and "tented" upper lip,
dental abnormalities, short/broad hands, short stature and obesity. Neurological
features included developmental and speech delay, generalized lethargy, oral
sensorimotor dysfunction and sleep disturbance. The behavioral phenotype was
characterized by aggression, self-injury, “self-hugging”, attention-seeking and
hyperactivity. Digestive problems and renal tract abnormalities are also reported in
this patient.

SAG7132: The patient is a 13 years 4 months old female with midface
hypoplasia, broad and square-shaped-face, eye abnormalities, synophrys, middle
ear and laryngeal abnormalities, everted and “tented” upper lip, dental

abnormalities, relative prognathism, short/broad hands, brachydactyly and short
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stature. The patient’s neurological features included developmental, speech and
motor delays, generalized lethargy, oral sensorimotor dysfunction, history of
constipation and sleep disturbance. The behavioral phenotype was characterized by
aggression, self-injury (hand biting, polyembolokoilomania), “self-hugging”, and
attention-seeking.

SAG7571: The patient is a 10 years 10 months old female with midface
hypoplasia, broad and square-shaped face, deep-set and close-spaced eyes, everted
and “tented” upper lip, dental abnormalities, relative prognathism, short/broad
hands, short stature and scoliosis. Neurological features included developmental
and speech delays, generalized lethargy, hearing loss and sleep disturbance. The
behavioral phenotype was characterized by self-injury behavior.

SAGS5120: The patient is a 20 years 7 months old female with brachycephaly,
midface hypoplasia, broad and square-shaped face, deep-set and closed-spaced
eyes with iris abnormalities and strabismus, everted and “tented” upper lip, relative
prognathism, short/broad hands, brachydactyly, short stature, scoliosis, ear
infections, velopharyngeal insufficiency and obesity. Neurological features included
developmental, speech and motor delays, generalized lethargy, hyporeflexia,
seizures, history of constipation, oral sensorimotor dysfunction and sleep
disturbance. The behavioral phenotype was characterized by aggression, self-injury
(hand biting, onychotillomania and polyembolokoilamania), “self-hugging”,
attention-seeking and hyperactivity.

SAG6052: The patient is a 19-year-old male with brachycephaly, midface
hypoplasia, relative prognathism, broad and square-shaped face, deep-set and
close-spaced eyes with abnormalities (myopia and strabismus), everted and
"tented" upper lip, dental abnormalities, ear abnormalities, short/broad hands,
brachydactyly, short stature and hypogonadism. Neurological features included

developmental, speech and motor delays and generalized lethargy. The behavioral
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phenotype was characterized by aggression, self-injury (onychotillomania and
polyembolokoilomania) and “self-hugging”.

SAG7567: The patient is a 28-year-old male with broad and square-shaped
face, short/broad hands, scoliosis, cognitive impairment, developmental delay,
history of constipation, sleep disturbance with an inverted circadian secretion
pattern of melatonin and obesity. The behavioral phenotype was characterized by
self-injury only.

SAG6888: The patient is a S-year-old male with brachycephaly, midface
hypoplasia, relative prognathism, broad and square-shaped face, deep-set and
closed-spaced eyes with abnormalities, everted and “tented” upper lip, dental
abnormalities, short/ broad hands, short stature, middle ear and laryngeal
anomalies, hoarse voice and hypogonadism. Neurological features included
developmental, speech and motor delays, generalized lethargy, and sleep
disturbance with inverted circadian secretion pattern of melatonin. The behavioral
phenotype was characterized by aggression and self-injury (polyembolokoilamania
and onychotillomania).

SAG4739: The patient is an 11-year-old male with everted and “tented” upper
lip, relative prognathism, short/broad hands and ear infections. Neurological
features included developmental, speech and motor delays, hypotonia, sleep
disturbance and seizures. His behavioral phenotype was characterized by
aggression, self-injury (onychotillomania and polyembolokoilomania), attention-

seeking and hyperactivity.
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Supplemental Table 1. Allelic Frequencies of SNPs identified in the coding region

of RAIL.
Ref SNP RAII exon Alleles A/A A/B B/B
(ancestral /variation) — —

r$61999281 3 G/A 0.896 0,103
rs3803763 3 G/C 0187 —555 0.206
rs35068024 3 GC/DEL 0.586 0.413
rs34083643 3 G/del 0.172 0.482 0.344
rs71944489 3 GCA/DEL 0.551 0.448
rs11649804 3 C/A 0.310 0.551 0137
rs8067439 3 G/A 0.206 0.482 0.275
rs4925112 3 T/C 0.689 0275 0.034
rs32686634 3 C/T 0.758 0.241
rs3818717 4 T/C 0.482 0.413 0.103
c.1143 C>T 3 C/T 0.986 0.013

(A — ancestral / B — variation)

Supplemental Table 2. In silico predictions of pathogenicity for mutations described in

this study.

Database c.3651G>A (R1217Q) ¢.4167A>G (Q1389R)

Panther Probably damaging Probably damaging

PolyPhen Predicted to be benign Probably damaging

Pmut Pathological Pathological

SIFT Affect Protein Function Affect Protein Function
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TO THE EDITOR:

Smith-Magenis syndrome (SMS; MIM 182290) is a complex disorder with an
estimated incidence of approximately 1:15,000-25,000 births (Greenberg et al.
1991). The syndrome is typically caused by a large deletion on 17pl11.2 that
encompasses multiple genes including the retinoic acid-induced 1, RAII, gene or a
mutation in the RAII gene (Vlangos et al. 2003; Slager et al. 2003). The phenotype
associated with SMS is characterized by a specific combination of clinical features
including variable intellectual disability, sleep disturbance, craniofacial and
skeletal anomalies, self-injurious and attention-seeking behaviors, and speech and
motor delay (Elsea and Girirajan 2008; Smith et al. 2005; Smith et al. 2010). SMS
is often under-diagnosed as its clinical features overlap with other intellectual
disability syndromes such as Prader-Willi, Williams, Down syndromes and 1p36
deletion syndrome.

The 1p36 deletion syndrome was described in 1997 by Shapira et al. It has an
estimated frequency of 1 in 5,000-10,000 births and is caused by monosomy at
chromosome 1p36 (Shapira et al. 1997; Shaffer and Lupski 2000). The phenotype
associated with this contiguous gene deletion syndrome is characterized by
intellectual disability, hypotonia, distinctive facies (deep set eyes, prominent chin,
flat nasal bridge and asymmetric ears), and growth retardation. The size of the
deletion and the location of breakpoints vary in each family and seem to be
correlated with the phenotype (Heilstedt et al. 2003; Yu et al. 2003; Tsuyusaki et
al. 2010).

Recently, monosomy of 1p36.32-p36.33 was detected in a patient with Smith-
Magenis-like phenotype without a deletion or mutation of the RAII gene (Williams
et al. 2010). The patient with the 1p36 deletion reportedly had sleep difficulties,
learning and behavioral problems as well as short stature, obesity, prognathism,

dental abnormalities, brachydactyly, scoliosis, eye abnormalities, chronic ear and
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respiratory infections, and self-injurious behavior. SMS and 1p36 deletion
syndrome show an overlap of some clinical features, such as midface hypoplasia,
deep-set eyes, intellectual disability, speech delay, infantile, hypotonia and
behavior problems. There is no literature correlation between sleep disorders
commonly noted in SMS cases and the 1p36 deletion. A comparison between SMS
features and 1p36 deletion syndrome features is shown (Table 1).

We present a female case (SAG75359) (Figure 1) with a 1p36 deletion whose
clinical features are consistent with SMS, but lacked 17pl11.2 deletion or a
mutation in the RAII gene (data not shown). This study was approved by the
Research Ethics Committee of Botucatu Medical School, Sao Paulo State
University/UNESP, Brazil.

The patient is a 15-year-old female, born at term after an uncomplicated
pregnancy to healthy, no consanguineous parents. Her birth weight was 3,180 g
(50th percentile) and birth length was 50 cm (SOth percentile). Her head
circumference was not recorded. The patient had dysmorphic craniofacial features,
developmental delay, speech delay, infantile hypotonia, sleep disturbance, seizures,
dental anomalies and behavior problems. The diagnosis of SMS in this patient was
initially considered because the patient has a broad, square-shaped face, relative
prognathism, microbrachycephaly, hypoplasia of the midface, deep-set and closely-
spaced eyes, everted and "tented" upper lip and dental anomalies (Figure 1). The
patient also has short, broad hands, recurrent ear infections, and sleep
disturbances - clinical features that are usually associated with SMS. Other
behavior problems have been described in cases with a 1p36 deletion, but
onychotillomania and “biting the hands” - seen in this patient - are behavioral

phenotypes associated with patients with SMS.
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Table 1. Clinical features of patient SAG7559 showing an overlap between SMS
and 1p36 phenotypes.

Craniofacial/Skeletal

Subject of this study

SMS Everted, "tented" upper lip +
SMS Broad, square-shaped face +
SMS Dental anomalies +
SMS Synophrys +
SMS/1p36 Relative prognathism with age +
SMS/1p36 Cleft lip/palate -
SMS/1p36 Midface hypoplasia +
SMS/1p36 Deep-set, closely-spaced eyes +
SMS/1p36 Ocular/vision abnormalities -
SMS/1p36 Microbrachycephaly +
1p36 Large, late-closing anterior fontanel (N=39) n/a
1p36 Straight eyebrows +
1p36 Epicanthus +
1p36 Broad nasal root/bridge +
1p36 Posterior rotated/low-set/abnormal ears +
1p36 Long philtrum n/a
1p36 Pointed chin +
Otoryngological
SMS Ear infections +
SMS Hoarse, deep voice -
SMS Middle ear and laryngeal anomalies -
SMS/1p36 Ear Abnormalities n/a
SMS Hyperacusis nj/a
Skeletal
SMS Forearm abnormalities -
SMS Scoliosis -
SMS/1p36 Short, broad hands +
SMS/1p36 Short stature -
1p36 Brachydactyly/camptodactyly +
1p36 Short feet +
1p36 Skeletal anomalies n/a
Visceral
SMS/1p36 Renal/urinary tract abnormalities n/a
SMS/1p36 Cardiac defects -
1p36 Noncompaction cardiomyopathy n/a
1p36 Dilated cardiomyopathy n/a
1p36 Gastrointestinal anomalies -
1p36 Anal anomalies -
Neurological
SMS Motor Delay +
SMS Sleep disturbance +
SMS Inverted circadian rhythm of melatonin n/a
SMS Oral sensorimotor dysfunction n/a
SMS Signs of peripheral neuropathy n/a
SMS History of constipation -
SMS Hyporeflexia n/a
SMS/1p36 Generalized complacency/lethargy (infancy) +
SMS/1p36 Brain abnormalities (US/CT/MRI) -
SMS/1p36 EEG abnormal/ evident seizures +
SMS/1p36 Seizures +
SMS/1p36 Infantile hypotonia +
SMS/1p36 Speech delay +
SMS/1p36 Cognitive impairment/developmental delay +
SMS/1p36 Visual inattention -
1p36 Sensorineural deafness -
Behavioral
SMS Self-Hug -
SMS Onychotillomania +
SMS Polyembolokoilamania -
SMS Attention seeking n/a
SMS Lick and flip n/a
SMS Hyperactivity -
SMS/1p36 Head banging/Face slapping n/a
SMS/1p36 Hand biting +
SMS/1p36 Aggressive behavior +
SMS/1p36 Self-injurious behaviors -
1p36 Behavior disorders +
SMS/1p36 Obesity -
SMS Hypercholesterolemia/hypertriglyceridemia -

(+)positive (-) negative (n/a) not available
* Modified from Shapira et al. 1997; Slavotinek et al. 1999; Heilstedt et al. 2003; Battaglia et al. 2008; Smith et al.

2010.
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Figure 1 Patient SAG7559. (A) Frontal and (B) lateral views of the face showing
microbrachycephaly, midface hypoplasia, deep-set and closely-spaced eyes. (C) Short feet
with brachydactyly. (D) Short, broad hands with camptodactyly.

We analyzed the patient DNA using whole genome arrayCGH. Patient DNA was
labeled, hybridized to an Affymetrix® Genome Wide Human SNP Nsp/Sty 6.0 array,
and washed according to the manufacturer's protocol. Signal intensity and copy
number status for each probe set was extracted using Affymetrix® Genotyping
Console™ Version 4.0 software. The arrayCGH analysis revealed a deletion at
chromosome 1p36.32 - 1p36.33 and determined that the deletion was
approximately 2.15 Mb (deletion starts at ~1794162 bp and ends at ~3948585 bp)
in size (Figure 2).

The 1p36 deletion described by Williams et al. (2010) was of 0.86 Mb and
included within the deletion reported here (Figure 2). Clinically, both cases have

prognathism, dental anomalies, brachycephaly, recurrent ear infections, sleep
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disorders and self-injurious behavior in common. Ocular abnormalities, scoliosis,
and obesity are reported by Williams et al. (2010), but were not noted in our
patient.

Over 30 genes are located within the deletion region described in this study
(Figure 2). HES5 may be involved in the formation and maintenance of the neural
network (Ohtsuka et al. 1999). PLCH2 has been linked to neural differentiation in
mammals (D'Angelo et al. 2009). GABRD is considered a candidate gene responsible
for seizures in the 1p36 deletion syndrome (Windpassinger et al. 2002). Our patient
has seizures and has a deletion of the GABRD gene. In contrast, the patient with
the overlapping 0.86 Mb deletion (Figure 2) has no reported seizures and is not
deleted for the GABRD gene, thus supporting a potential role for GABRD in the

seizure phenotype of the 1p36 deletion syndrome.

Figure 2 Array CGH profile of chromosome 1 in SAG7559: A schematic representation of
chromosome 1p36 showing the deletion described by Williams et al. (2010) and the deletion
described in this study. Representative gene content of 1p36.33-1p.32 is shown.
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The degree of clinical variability among cases of 1p36 deletion syndrome
demonstrates the difficulty of reaching a diagnosis, especially since patients with
very similar phenotypes have variation in the size of the deletions (Rosenfeld et al.
2010). Our study presents a case with overlapping clinical symptoms of SMS and
the 1p36 deletion syndrome. With the advent of array CGH technology, the
stepwise workup of first 17p11.2 deletion testing, RAI1 gene mutation testing, then
1p36 deletion testing probably does not occur, in lieu of just doing the array CGH
test, which would also detect the 1p36 deletion, as well as other cytogenetic
anomalies. Therefore, a recommendation more consistent with current technology
would be that patients with a clinical suspicion of SMS should have array CGH
testing in order to identify the 17p11.2 deletion of SMS or chromosomal defects
consistent with other overlapping intellectual disability syndromes, such as 1p36
deletion syndrome. Patients with normal array CGH results could then undergo
RAI1 gene mutation analysis. Furthermore, older patients with a clinical suspicion
of SMS who previously tested negative for this condition should now have an array
CGH test which would detect the 1p36 deletion as well as other potentially

overlapping intellectual disability syndromes.
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Desde de sua caracterizagdo em 1982 a sindrome de Smith-Magenis havia sido
descrita somente em dois casos na literatura brasileira (Cabral de Almeida et al., 1989;
Llerena Jr. e Cabral de Almeida, 1998). A partir de uma busca ativa por pacientes, o presente
trabalho vem demonstrar que esta sindrome ndo é tdo rara no nosso meio, e provavelmente é
pouco diagnosticada devido a uma falta de maior divulgacdo de suas caracteristicas clinicas

entre profissionais de salde.

Neste estudo buscamos caracterizar os pacientes e a etiologia da SMS para melhor
entendermos 0s mecanismos que levam ao fenétipo da sindrome de SMS, Para isso, foi

realizada uma andlise de alta resolucéo do genoma completo do grupo amostral.

Desta forma concluimos:

1. Foi possivel caracterizar molecularmentre a delecdo da regido 17pl11.2 de 7
pacientes com SMS, que apresentavam diagnostico clinico e laboratorial
(FISH).

2. Foi possivel realizar a caracterizacdo clinica de 30 pacientes do nosso grupo
amostral e compara-los com os dados da literatura. Nesta comparagdo das
caracteristicas clinicas ndao houve diferenca significativa entre os pacientes
com mutacdo classica da regido 17p11.2 e mutacdo de ponto no gene RAIL;
N&o houve diferenca significativa entre os grupos de pacientes SMS e SMS-
like; Apesar de avaliarmos somente um caso com delegéo atipica, este caso
mostrou um fendtipo com um menos numero de sinais clinicos que o restante
dos casos analisados. Além disso, este achado desmostrou que € possivel
termos pacientes com delegdes atipicas e ndo diagnosticados pela técnica de

FISH com as sondas comerciais disponiveis;



Conclusdo - 80

No grupo amostral com hip6tese diagnostica de SMS, 30% (9/30)
apresentaram alteragéo na regido 17p11.2;

Seis pacientes apresentaram a delecdo classica da SMS e foi possivel atraves
da determinagé@o dos pontos de quebra, inferir os mecanismos gendémicos que
as geraram;

Duas novas mutacBes no gene RAI1 com troca de nucleotideos foram
descritas;

Um caso com fenétipo de SMS e delecdo na regido 1p36 foi descrito,

sugerindo diagnostico diferencial entre estas duas sindromes;
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1. Oficio de aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa, FMB — UNESP.
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2. Termo de consentimento livre e esclarecido

. . Depto. de Genética - Inst. de Biociéncias - UNESP
. Tel (14) 38116016 Fone/Fax (14) 3815-3131
Aggggﬁg grﬁ ento Cx P 529 18618-000 BotucatwSP

Genético E-Mail: sag@fmb.unesp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nos estamos convidando vocés a participarem do projeto de pesquisa intitulado “Avaliagdo molecular de
pacientes com sindrome de Smith-Magenis” do Servigo de Aconselhamento Genético (SAG) — UNESP -
Botucatu cujo responsavel é o Mt. Gustavo Henrique Vieira e gostariamos que vocés soubessem que:
- Participar deste projeto € uma opcao de vocés, podendo decidir participar ou nao;
- Caso vocés decidirem ndo participar ou desistirem de participar a qualquer momento vocés nao perderdo
nenhum beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta instituicdo (UNESP — Botucatu).
- A qualquer momento vocé tera a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo projeto, esclarecimentos
de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia de trabalho.
- Sua participacdo nesta pesquisa é total e completamente isenta de qualquer énus financeiro. Caso vocé
venha a ter qualquer despesa decorrente de sua participacdo nesta pesquisa, sera imediatamente
ressarcido, mediante a devolugdo dos valores despendidos.
- Vocé recebera uma cépia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.
- O presente trabalho tem por objetivos:
1. Determinar o fragmento deletado, com os respectivos genes perdidos, em portadores
brasileiros da SMS, diagnosticados através da técnica de FISH, como portadores da microdelegao;
2. Construcdo do mapa de delecdo (perda de material genético) dos portadores brasileiros
da SMS;
3. Estabelecer uma correlagdo genodtipo (genes deletados) /fenotipo (caracteristicas
clinicas).

- se vocés decidirem participar gostariamos de informar-lhes que:

a) Iremos coletar uma amostra de 3ml de sangue (1 colher de sopa) do portador de da sindrome Smith-
Magenis e de seus pais.

b) A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe um risco de ocorrer uma mancha roxa
(hematoma) na regido da coleta.

¢) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.

d) Vocés estardo colaborando para aumentar o nosso conhecimento sobre a origem da sindrome de Smith-
Magenis.

e) O material biolégico (DNA) sera armazenade em nossos bancos de estoque e podera ser usado em
futuras pesquisas por fatores genéticos, relacionados com a sindrome de Smith-Magenis, que venham a ser
descobertos, diante de nova aprovagdo pelo CEP e CONEP, apoés vocés serem novamente contatados e
dando nova autorizacdo.

e) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

f) Assim que existam resultados, estes serdo apresentados a vocés pelos responsaveis.

g) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da saude
que tenham interesse nesta area.

h) Sempre que ocorrerem publicacdes cientificas, a sua identidade, de seu filho ou familiar sera mantida em
absoluto sigilo.

i) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo
permitido o acesso aos dados por terceiros.

j) Todos os resultados de exames moleculares estardo disponiveis no prontuario do portador de Smith-
Magenis do Servigo de Aconselhamento Genética — UNESP.
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I) Os pesquisadores se responsabilizam por reparar danos eventuais associados efou decorrentes da
pesquisa, sejam eles imediatos ou tardios, inclusive no que diz respeito as indenizagdes.

Eu, portador do

R.G. n° (responsavel pelo paciente) concordo em participar do projeto de

pesquisa “Avaliagcdo molecular de pacientes com sindrome de Smith-Magenis”. Declaro haver recebido as
devidas explicagdes sobre o referido projeto, estar ciente sobre os itens acima mencionados e minha
participac@o & voluntaria por opcéo proépria.

Nome do Paciente: Data:

Assinatura
Nome do responsavel:

Responsavel: Mt. Gustavo Henrique Vieira

Fone: (14) 3815-3131/9754-5963

Endereco: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética — Servico de Aconselhamento
Genético

Botucatu/SP — CEP:18.618-000

ghvieira@ibb.unesp.br

Eu portador do R.G.

O Autorizo

(O Nao autorizo

gue minha amostra de DNA fique depositada no Banco de DNA do Servico de
Aconselhamento Genético da UNESP de Botucatu.

Assinatura
Nome do responsavel:
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3. Ficha de avaliacdo de pacientes com suspeita clinica de SMS

FICHA DE AVALIACAO SINDROME DE SMITH-MAGENIS

PACIENTE:

RESPONSAVEL:

DATA DE NASCIMENTO: / / IDADE: Registro:

TEL:

INSTITUICAO COLABORADORA:

CONTATO NA INSTITUICAO: TEL:

DATA DA AVALIACAO CLINICA: / /

CRITERIOS / PONTUACAO:
A. DISTURBIO DO SONO: Presente [ ] Ausente[ ]  Néo possivel caracterizar [ ]

(acordar a noite frequentemente, sono se interrompe cedo pela manhd, sonoléncia e cochilos
durante o dia, ndo deixa a familia dormir dentro da casa, etc)

Descrever:
B. Movimento estereotipado de ‘self-hug’ (ABRACAR-SE) ou movimento similar (como
descrito no folder): Presente [ ] Ausente [ ] Nao possivel caracterizar [ ]

(como espasmos ou tics exacerbados por alegria, excitacdo ou maior estimulacdo do paciente.
Podem diminuir na fase adulta.)

Descrever:

C. Movimento estereotipado de ‘LICK AND FLIP’ ou Movimento similar:
Presente[ ] Ausente [ ] Na&o possivel caracterizar [ ]

(lamber a méo ou dar pequenas mordidas enquanto usa a outra para passar paginas ou folhas
sequencialmente)

Descrever:
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D. ARRANCAR AS UNHAS: Presente [ ] Ausente [ ]  N&o possivel caracterizar [ ]

(fazendo parte da sensibilidade diminuida dos afetados chegando a sangrar e também muitas
vezes puxando a cuticula ao redor das unhas dos pés ou das méaos)

Descrever:

E. INSERIR OBJETOS EM ORIFICIOS (Ouvido, nariz, umbigo, anus ou vagina):
Presente [ ] Ausente[ ] N&o possivel caracterizar [ ]

(pode ser pensado em abuso quando em vagina ou anus, e muitas vezes levando a
necessidade recorrente de atendimento para extracdo de corpo estranho)

Descrever:

F. DISMORFIAS FACIAIS COMPATIVEIS:
Presente [ ] Ausente [ ]

Descrever:

OUTROS:
1. Outra forma de auto-injaria: Sim [ ] Néo [ ]

(beliscar-se, puxar a pele, arrancar os cabelos, morder-se fazendo calos, bater no peito ou na
cabeca, bater a cabeca em superficies duras, etc)

Descrever:

2. Comportamentos desajustados (birras, agressividade, surtos de raiva, desobediéncia
recorrente, atitudes desafiadoras para chamar a atengdo): Sim[ ] Né&o[ ]

Descrever:

3. Busca de alguma forma constantemente a atencdo de adultos: Sim[ ] Né&o[ ]

Descrever:

4. Atracdo demasiada por objetos eletronicos: Sim [ ] Néo [ ]
(para desmonta-los, tentar observar como funciona, separar as partes)

Decrever:

5. Hipotonia e comportamento calmo ("bebé perfeito’) no primeiro ano de vida:Sim [ [Nao [ ]

Descrever:

6. Beber agua frequentemente ou comer varias vezes ao dia (Sem muita atracdo por doces)
para chamar atencdo e para diminuir a ansiedade.
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Presente[ ] Ausente [ ] N&o possivel caracterizar [ ]

Descrever:

OUTRAS ANOMALIAS E DADOS CLINICOS RELEVANTES

Principalmente oftalmologicas (alta miopia, coloboma ou anormalidade de iris, microcornea,
estrabismo, alguma forma de catarata ou opacificacdo do cristalino, degeneragdo macular,
anormalidades de retina, hipoplasia de nervo dptico), cardiacas, genito-urinarias, ou musculo-
esqueléticas:
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Frequéncia dos sinais clinicos da Sindrome de Smith-Magenis. Baseada em Smith et al.

(2004)

S — presente ; N- ausente; ? — Nao possivel observar ou caracterizar

Frequéncia

Sistema

Anormalidade

> 75% dos
pacientes

Craniofacial /
Mousculo-

esquelético

e Braquicefalia ( )

e Hipoplasia de face media ( )

e Prognatismo relativo com a idade ( )

e Face larga e de formato quadrado ( )

e Labio superior protuso € em ‘V’ invertido ()

¢ Olhos encovados e pouca distancia intercantal ( )
e Maos pequenas e largas ( )

e Braquidactilia ( )

e Anormalidades Odontoldgicas ( )

Anormalidades
Otolaringoldgicas

e\/oz rouca e grave ( )
e Infeccdes cronicas do ouvido ()

Neuro-
comportamentais

e Comprometimento cognitivo/atraso no desenvolvimento ( )
e etargia e pouca reatividade (infancia precoce) ( )
eHipotonia (até os 2 anos) ( )

e Disturbio de sono ( )

eInversdo do ritmo circadiano da melatonina ( )

e Comportamentos estereotipados ( )

e Comportamento de auto-agressdo ( )

e Atraso de fala ( )

e Reflexos hipoativos( )

e Sinais de neuropatia periférica ( )

eDisfuncdo da motricidade oral (infancia precoce) ( )
¢ Atraso Motor ( )

eNecessidade de atencdo ( )

Aspectos
comuns

(50 a 75%
dos
pacientes)

ePerda auditiva ( )

e Baixa estatura ( )

eEscoliose ( )

eDiscreto alargamento dos ventriculos cerebrais ( )

e Insuficiéncia velo-faringeana ( )

¢ Anorm. oftalmologicas (anomalia de iris, microcdrnea) ( )
e Anormalidades do sono REM ( )

eHipercolesterolemia / Hipertrigliceridemia ( )

eRelato de constipacgéo ( )

e Anormalidades ao EEG s/ crises convulsivas evidentes ()
eMiopia ()

eEstrabismo ()
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Pouco e Cardiopatia ( )
comum e Anormalidades da funcéo tireoidiana ( )
(25 a 50% eEpilepsia ou anormalidades de EEG sem crises clinicas ( )
dos e Hipogenitalismo nos meninos ()
pacientes) e Sinofre (')
Ocasionais ¢ Anormalidades renais ou do trato urinario ( )
(<25% dos e Anormalidades do antebraco ( )
pacientes) ¢ Fenda labio-palatina ( )

e Descolamento de retina ( )
e Obesidade ( )
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