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RESUMO

A sindrome de Williams-Beuren (SWB) € uma doenca genética caracterizada por dismorfismos
faciais, anomalias cardiovasculares, deficiéncia intelectual e perfil cognitivo tipico. A SWB é
causada por uma microdelecdo hemizigética da regido cromossémica 7q11.23, de ~1,5Mb a
1,8Mb de genes de copias Unicas e delecGes maiores ou menores que esses limites sdo
considerados deleces atipicas. O objetivo do trabalho foi detectar perdas ou ganhos de DNA
por meio da técnica de MLPA na regido critica da SWB em pacientes com diagnéstico clinico
estabelecido pela pontuacdo de escore da AAP, (2001) e com exame de FISH (-) realizado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa, e assim correlacionar os achados de perdas ou
ganhos de DNA com os ja descritos na literatura e correlaciona-los aos fenotipos/genétipo
descritos em bancos de dados publico como DVG, DECIPHER, UCSC Genome Browser dentre
outros. Foram selecionados 30 individuos com hipoOtese diagnostica de SWB e anélise
citogenética negativa para SWB estabelecida pela técnica da FISH. O diagndstico clinico de
SWB “classica” foi estabelecido pelo escore da Academia Americana de Pediatria (2001). Foi
realizada a extracdo de DNA das amostras e foi aplicada a técnica de MLPA com o kit SALSA
P029 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) com sondas especificas para os principais
genes encontrados na regido critica da SWB. Nesta amostra predominou o sexo masculino (2M:1F)
e a idade do 1° atendimento foi tardia (mediana 9,5 anos). A casuistica apresentou as
caracteristicas faciais que determinam a face considerada como tipica na SWB. Apenas 11/30
pacientes apresentavam cardiopatia, e desses apenas 2/11 apresentavam a estenose aortica
supravalvar. Das alteracdes gastrointestinais as mais frequentes foram as dificuldades
alimentares e constipacdo. As caracteristicas que compdem o perfil cognitivo tipico da SWB as
mais frequentes foram: hiperatividade, loquacidade, sociabilidade excessiva e deficiéncia
intelectual. Apesar da casuistica apresentar caracteristicas tipicas da SWB a analise molecular
pela técnica de MLPA ndo detectou nenhuma perda ou ganho de DNA na regido critica da
SWB. A técnica pode ndo ter detectado nenhuma perda ou ganho de DNA, porque as alteracGes
podem estar presentes em regides que nao sdo cobertas pelas sondas presentes no kit comercial
P029-C1. Assim, para 0s casos com diagndstico clinico de SWB e FISH (-), sugerimos o0 uso
de outras técnicas como o array-CGH ou NGS. Foi realizado o Aconselhamento genético dos
familiares, informando esses resultados e comunicando-lhes que o estudo prosseguird com

aplicagdes de outras metodologias laboratoriais subsidiarias ao diagndstico clinico do paciente.



ABSTRACT
Williams-Beuren Syndrome (WBS) is a genetic disorder characterized by facial dysmorphisms,

cardiovascular anomalies, intellectual disability and typical cognitive profile. WBS is caused
by a hemizygous microdeletion of the 7q11.23 chromosomal region, ~ 1.5Mb to 1.8Mb of
single copy genes, and deletions larger or smaller than those limits are considered atypical
deletions. The objective of this study was to detect DNA loss or gain by MLPA technique in
the critical region of SWB in patients with clinical diagnosis established by AAP score (2001)
and with FISH (-) examination previously performed by our search group, and thus correlate
the findings of DNA loss or gain with those already described in the literature and correlate
them with the phenotypes / genotype described in public databases such as DVG, DECIPHER,
UCSC Genome Browser and others. Thirty individuals with diagnostic hypothesis of WBS and
negative cytogenetic analysis for WBS established by the FISH technique were selected. The
clinical diagnosis of “classic” WBS was established by the American Academy of Pediatrics
score (2001). DNA extraction from the samples was performed and the MLPA technique was
applied with the SALSA P029 kit (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) with probes
specific for the major genes found in the critical region of the SWB. In this sample, the male
gender predominated (2M: 1F) and the age of the first attendance was late (median 9.5 years).
The sample presented the facial characteristics that determine the face considered as typical in
WABS. Only 11/30 patients had heart disease, and of these only 2/11 had supravalvular aortic
stenosis. The most frequent gastrointestinal alterations were eating difficulties and constipation.
The most frequent characteristics that make up the typical SWB cognitive profile were:
hyperactivity, loquacity, excessive sociability and intellectual disability. Although the sample
presents typical WBS characteristics, molecular analysis by MLPA technique did not detect any
DNA loss or gain in the critical WBS region. The technique may not have detected any DNA
loss or gain because the changes may be present in regions that are not covered by the probes

in the commercial kit P029-C1. Thus, for cases with clinical diagnosis of WBS and FISH (-),



we suggest the use of other techniques such as array-CGH or NGS. Genetic counseling of the
relatives was carried out, informing these results and informing them that the study will
continue with the application of other subsidiary laboratory methodologies to the clinical

diagnosis of the patient.



1. INTRODUCAO
A sindrome de Williams-Beuren (SWB; OMIM 194050) foi descrita de maneira

independente, por Williams et al., 1961 e por Beuren et al., 1962; é uma doenca genética
com alteracdes do neurodesenvolvimento multissistémico complexo, caracterizada por
dismorfismos faciais, anomalias cardiovasculares, deficiéncia mental e de crescimento, além
de possuir um perfil cognitivo tipico, apresentando ansiedade e sociabilidade excessiva
(AAP,2001; MORRIS et al., 1988). A SWB acomete 1/7.500 nascidos vivos, esta presente
em todas as comunidades mundiais e etnias e acomete ambos os sexos indistintamente (
STROMME; BJORNSTAD; RAMSTAD, 2002; KRUSZKA et al., 2018).

A hipoétese diagnostica da SWB baseia-se na evolugéo clinica durante os primeiros
anos de vida quando as caracteristicas faciais, o perfil cognitivo e as anomalias cardiacas
tornam-se evidentes. Entretanto, a grande variabilidade fenotipica nessa sindrome muitas

vezes dificulta e atrasa o diagnostico clinico.

A afeccdo é causada pela delecdo hemizigoética de aproximadamente 1,5Mb a 1,8Mb
de genes contiguos na regido do braco longo do cromossomo 7 (7911.23) (EWART et al.,
1993). Essa delecdo engloba 28 genes de cdpias Unicas, dentre os quais se destaca o gene da
elastina (ELN). Este gene codifica a proteina elastina, componente fundamental das fibras
elasticas do tecido conjuntivo, sendo que a haploinsulficiéncia do mesmo apresenta
correlacdo a varias caracteristicas encontradas na SWB, como as cardiopatias congénitas,
alteracdes faciais, voz rouca, envelhecimento precoce, hérnias e contraturas ou frouxidao das
articulacbes (EWART et al., 1993; AAP, 2001). As outras caracteristicas clinicas da
sindrome, como o perfil cognitivo tipico tem sido associado a haploinsuficiéncia de outros
genes presentes na regido, como LIMK1, GTF2IRD1 e GTF2I, pelos estudos envolvendo
pacientes com dele¢des atipicas, que sdo delecdes maiores ou menores que 1.5 Mb e 1.8 Mb
(HIROTA et al., 2003; MORRIS et al., 2003; DELGADO et al., 2013).

A técnica de hibridacdo in situ por fluorescéncia (FISH) tem sido usada para

confirmar o diagndstico clinico e é muito eficiente em demonstrar a microdele¢do da banda



7911.23 no cromossomo 7 (LOWERY et al., 1995; SUGAYAMA et al., 2003; SOUZA et
al., 2007).

As delecBes atipicas sdo aquelas menores ou maiores que as delegdes tipicas, 0s
pacientes portadores dessas delecbes apresentam na maioria dos casos apenas algumas
caracteristicas do perfil clinico tipico da SWB, como facies tipicas, cardiopatias congénitas
e perfil cognitivo. Portanto, a identificacdo de pacientes comas delecGes atipicas é de grande
relevancia pois fornece informacGes para a correlagdo genotipo-fendtipo da SWB
(DELGADO et al., 2013). As delecbes atipicas podem ser detectadas por técnicas como
MLPA (Multiplex ligation-dependent probe amplification), gPCR (quantitative real-time
PCR) (HOWALD et al.2006; VAN HAGEN et al., 2007; LAURITO et al., 2013; HONJO et
al., 2015), NGS (New generation sequencing) e aCGH (YAGIHASKI et al., 2014;
STREATA et al., 2016).

1.1.Caracteristicas genéticas
A regido critica da sindrome de Williams Beuren (RCWB), em 7g11.23, possui uma

arquitetura gendémica complexa e a regido de genes de cdpia Unica possui em torno de 1,2
Mb; que esta ligada a duas regides repetitivas, repeticdes de copias baixas (LCR — Low Copy
Repeats), conhecidas também como duplicacdes segmentais (SDs) (SCHUBERT, 2009). As
LCRs estdo divididas em 3 blocos: A, B e C; que estdo organizados em segmentos
centromérico, medial e telomérico, e representam o substrato para a ocorréncia de crossing-
over durante a divisdo meidtica (INOUE; LUPSKI, 2002), como apresentado na Figura 1. As

LCRs sdo compostas tanto por genes quanto por pseudogenes (HOBART et al., 2010).
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Figura 1. Visualizacdo gréfica da regido 7q11.23 deletada na sindrome de Williams-Beuren. A
localizacdo e orientacdo dos blocos LCRs (A, B e C) centromérico (c), médios (m) e teloméricos (t)
estdo indicados por setas coloridas, nota-se que 0s genes estdo representados nos blocos apenas uma
vez. Abaixo, as delecdes tipicas de 1,5Mb e 1,8Mb estdo representadas com pontos de quebra dentro
dos blocos B centromérico e B medial e blocos A centromérico e A medial, respectivamente. Logo
abaixo h& a duplicacdo dos blocos de LCRs B medial, B centromérico e C medial; ha também a
representacdo da triplicagdo. Por Gltimo h& a representacdo da inversdo dos blocos A medial, B
medial, C medial e B telomérico (Revisto e modificado de MERLA et al., 2010).

As LCRs possuem uma alta similaridade de sequéncias homdlogas o que leva a
predisposicdo para a ocorréncia de um pareamento ndo homdlogo entre blocos diferentes
(non allelic homologous recombination - NAHR). Caso ocorra uma recombinacdo neste
NAHR acarretara em uma delecdo em uma cromatide e duplicacdo da regido na outra
cromatide, (OSBORNE et al., 2001; LUPSKI, 2009). Cerca de 95% dos pacientes com
diagndstico clinico de SWB apresentam uma delegdo de ~ 1,5 Mb causada por uma
recombinacdo meidtica desigual entre os blocos B-centromérico e B-medial, ~ 3-5% exibem

uma delecéo de ~ 1,8 Mb entre os blocos A-centromérico e A-medial, dele¢cGes maiores ou



menores que esses limites sdo consideradas atipicas e ja foram descritas na literatura, porém
com frequéncias baixas (<2%) (KORENBERG et al., 2000; BAYES et al., 2003;
SCHUBERT; LACCONE, 2006; SCHUBERT, 2009) (Figura 1).

A SWB ¢ considerada uma sindrome esporadica pois a delecdo tem ocorréncia de
novo (ANTONELL et al., 2006). Casos familiares onde um dos genitores é afetado e tiveram
filho afetado (risco de 50%) ja foram relatados (MORRIS; THOMAS; GREENBERG, 1993).
N&o existe predominancia de origem parental ( DUTLY; SCHINZEL, 1996; PEREZ
JURADO et al., 1996; ROBINSON et al., 1996; URBAN et al., 1996; BAUMER et al., 1998;
BAYES et al., 2003;THOMAS et al., 2006;).

A ocorréncia da delecdo pode também ser devido a presenca em um dos genitores de
uma inversdo paracéntrica hemizigotica na RCSWB, que pode levar ao pareamento
desequilibrado dos cromossomos, devido a erro de pareamento entre LCRs de uma mesma
cromatide ou cromossomo (OSBORNE et al., 2001; BAYES et al., 2003; SCHUBERT,
2009; HOBART et al., 2010). Assim, um genitor portador da inversdo tem um risco
aumentado em relacdo a populacdo de ter um filho com a SWB, com uma frequéncia de
aproximadamente 5,4 vezes maior do que a observada na auséncia da inversdo (HOBART et
al., 2010).

Os genes envolvidos na delecdo foram definidos através de marcadores de
microssatélite em individuos portadores de SWB (PEREZ JURADO et al., 1996). Na regido
comumente deletada ja foram identificados 28 genes, entretanto, a correlacdo genotipo-
fendtipo das manifestagdes na SWB ainda nao foi totalmente esclarecida para todos 0s genes

deletados.

Dos 28 genes da RCSWB, o Unico gene cuja a correlagdo genétipo-fenotipo foi
estabelecido é o gene da elastina (ELN). A haploinsuficiéncia do ELN é inequivocamente
responsavel pelos problemas cardiovasculares e outras anormalidades do tecido conjuntivo
de pacientes com SWB (EWART et al., 1993). A elastina forma as fibras elasticas da matriz
extracelular do tecido conjuntivo por todo o corpo, além de regular a proliferacéo de células
musculares lisas vasculares. A haploinsuficiéncia da elastina resulta em arteriopatias

envolvendo artérias de médio e grande calibre, levando ao estreitamento da luz. A



hipertensdo é observada comumente em pacientes com SWB com e sem estenose da artéria
renal (BRODER et al., 1999; GIORDANO et al., 2001), e sua etiologia ainda é motivo de
debate. Entretanto, a patogénese da arteriopatia na SWB pode ser mais complexa e

possivelmente relacionado a outros genes na regido critica da SWB.

1.2. Diagnostico clinico e laboratorial
Os portadores da SWB apresentam alteragdes nas caracteristicas fisicas e no

comportamento. As caracteristicas faciais tipicas incluem microcefalia, fronte ampla,
estreitamento bitemporal, edema periorbital, estrabismo, iris estrelada, sobrancelhas largas,
ponte nasal baixa, nariz curto e arrebitado, hipoplasia malar, filtro nasal longo, orelhas em
abano, bochechas proeminentes, queixo pequeno, micrognatismo, macrostomia e labio
inferior volumoso (WILLIAMS; BARRAT-BOYERS; LOWE, 1961; BEUREN; APITZ;
HARMJANZ, 1962; MORRIS et al., 1988). Os pacientes também apresentam alteracdes
dentarias, sendo a maloclusdo a mais frequente, (POBER, 2010). Nas criancas é mais
evidente as pregas epicanticas, bochechas proeminentes e dentes pequenos e espagados,
enquanto nos adultos € mais evidente a face e o pescoco longo e os ombros caidos (MORRIS,
2018).

Dentre as anomalias cardiovasculares envolvidas na sindrome as mais frequentes
(70% a 80%) sdo arteriopatias, que pode afetar qualquer artéria (MORRIS et al., 1988). Das
arteriopatias, a mais comum e grave € a estenose adrtica supra-valvar (EASV)
(75%)(MORRIS, 2018). A estenose da artéria pulmonar (EAP), embora menos frequente, é
mais comum na infancia e geralmente melhora com o tempo (MORRIS, 2018). Os problemas
cardiacos representam a maior parte da morbidade e mortalidade da SWB, que pode ser
decorrentes de infarto do miocardio, acidente vascular cerebral (AVC) e morte subita
(WESSEL et al., 2004).

As alteracdes no tecido conjuntivo se apresentam no perfil facial, voz rouca, presenca
de hérnias (umbilical ou inguinal), frouxiddo das articulacdes e anomalias cardiovasculares
(MORRIS, 2018). As alteragdes musculoesqueléticas sdo observadas nas criangcas como

hipotonia e frouxidao das articulagdes, enquanto nos adolescentes e adultos ha hipertonia e



contratura das articulacdes( KAPLAN et al., 1989; MORRIS et al., 1990; LOPEZ-RANGEL
etal., 1992).

Na primeira infancia, as criancas podem apresentar refluxo gastro-esofagico, vomitos,
dificuldade em se alimentar, dores abdominais, cdlicas prolongadas, constipacdo e as
alteracbes enddcrinas, como a hipercalcemia idiopética infantil transitoria, detectavel no
primeiro ano de vida presente em 6 a 15% (MORRIS et al., 1988; FERRERO et al., 2007).

Os pacientes com SWB possuem um padrdo préprio de crescimento, tendo como
caracteristicas deficiéncia de crescimento pre-natal e baixo ganho de peso, principalmente
nos primeiros 4 anos. As colicas e a dificuldade para se alimentar levam a uma nutrigdo
deficiente que resulta em baixo peso e interfere no crescimento, assim foram desenvolvidas
curvas de crescimento e peso especificos para as criangas com a sindrome (AAP, 2001). Ha
deficiéncia de crescimento pds-natal é observada nos primeiros 4 anos de vida, ap0s esse
periodo o ganho de peso e o crescimento linear podem melhorar na infancia, entretanto no
adulto a estatura ainda é considerada baixa (MORRIS et al., 1988).

A deficiéncia intelectual é de intensidade leve a moderada e estéd presente em 75%
dos afetados, com quociente de inteligéncia (QI) em torno de 50-60 (SMOQT et al., 2005).
Individuos com SWB possuem perfil cognitivo especifico com um padrédo caracteristico de
debilidades e habilidades. As areas que apresentam maiores debilidades sdo a construcao
visoespacial e as habilidades motoras finas, na escrita e em algumas atividades escolares
como matematica (SMOOT et al.,, 2005). Ja as areas com maiores habilidades estdo
relacionadas a linguagem, reconhecimento e memorizacdo facial e o talento musical
(POBER, 2010). Os portadores da sindrome possuem um perfil comportamental e de
personalidade caracteristico, sendo extremante sociaveis e extrovertidos (SMOOT et al.,
2005). Além disso, a maioria apresenta déficit de atencdo, hiperatividade, ansiedade, empatia

excessiva, hiperacusia e distarbios do sono (AAP, 2001).

Embora as manifestac@es clinicas na SWB sejam conhecidas, elas podem ser sutis a
ponto de mascarar o diagnostico e podem ndo se manifestar no inicio da vida tornando o
diagndstico mais dificil. Algumas das causas da dificuldade do diagnostico podem ser: 1) as

caracteristicas faciais tipicas podem ndo ser ébvias no nascimento, mas podem se tornar mais



evidentes com o tempo; 2) embora os bebés tenham sintomas que podem estar relacionados
a hipercalcemia, os sintomas nédo s&o especificos e a dosagem de célcio sérico nao é realizada
de rotina; 3) os atrasos no desenvolvimento sdo frequentemente atribuidos aos problemas
cronicos, e o tamanho pequeno e as caracteristicas faciais infantis das criancas com SWB
contribuem para fazer com que 0s pacientes parecam mais novos do que sua idade
cronoldgica (MORRIS et al., 1988). Em um estudo realizado pelo nosso grupo por Souza et
al., 2007, as criancas com SWB tiveram um diagnostico tardio (com mais de sete anos) e
apenas trés delas foram identificadas com idade abaixo de trés anos, todas com graves
cardiopatias congénitas, corroborando assim o estudo de Morris et al., 1988, onde a idade
média do diagndstico foi de 6,4 anos.

O diagnostico clinico é confirmado pela técnica da FISH considerada “padrdo ouro”
mas devido seu alto custo foram elaborados sistemas de pontuacao para auxiliar os pediatras
no diagnostico clinico da SWB e na indicacdo do teste da FISH. Os sistemas sdo baseados
nos aspectos clinicos apresentados pelos pacientes, onde as caracteristicas recebem
pontuacdes segundo as referéncias de: Lowery et al.,(1995); Academia Americana de
Pediatria (AAP, 2001); e Sugayama et al., (2007).

Os trés sistemas de pontuacdo foram avaliados em nosso grupo por Leme et al., (2013)
gue encontram entre eles uma alta sensibilidade e baixa especificidade, além de demonstrar
que a SWB pode ser diagnosticada clinicamente usando qualquer um dos sistemas avaliados.
E assim, o uso da FISH em combinacdo com a avaliacdo clinica pode ajudar a estabelecer o

diagndstico mais preciso e especifico.

A literatura e a experiéncia laboratorial tém demostrado que 96% dos casos com
diagndstico clinico de SWB possuem FISH positivo (BAYES et al., 2003; SCHUBERT;
LACCONE, 2006; SOUZA et al., 2007;SCHUBERT, 2009). Desta forma 4% de pacientes
com o fenotipo clinico de sindrome de Williams ndo possuem a confirmacao do diagndstico

laboratorial classico para esta afeccdo. 1sso pode ocorrer devido:

e A microdelecdo ser do tipo atipica na regido critica da SWB ndo envolvendo o gene
da elastina (ELN) (PANI et al., 2010)

e Ter ocorrido mutacdo de ponto em genes da regido critica da SWB.



o Dele¢Bes ou mutagdes em outras regides do genoma apresentando fenocépias da
SWB.

« Diagnostico clinico errdneo.

Em vista disso, novas técnicas de citogenética moleculares com maior poder de
resolucdo tém sido utilizadas, como a amplificagdo multiplex de sondas dependentes de
ligacdo (MLPA), microarranjos de alta densidade (arrayCGH) e sequenciamento de nova
geracdo (SNG); possibilitando a deteccédo de alteracdes genéticas complexas que a técnica da
FISH n&o foi capaz de identificar.

A MLPA ¢é uma técnica de varredura gendmica de alto rendimento, permitindo
detectar alteracOes (perdas e ganhos) no numero de copias (CNVs) em até 50 sequéncias de
DNA genbmico alvo em uma Unica reacdo e também constatar rearranjos que nao foram
observados na andlise padrdo, sendo aplicada a ensaios especificos. As vantagens da técnica
sdo a facilidade e rapidez na deteccéo de delecdes, delecdes atipicas e duplicacdes presentes
no genoma e suas desvantagens estdo na incapacidade de detectar rearranjos balanceados,
mosaicismo em baixo grau e a sensibilidade em relacdo a qualidade do DNA utilizado
(KOZLOWSKI; JASINSKA; KWIATKOWSKI, 2008).

Van Hagen et al., 2007 confirmaram a eficacia da MLPA quando compararam a
técnica com a FISH e dentre 63 pacientes com SWB, 52 tiveram a confirmacdo do
diagndstico com as duas técnicas, 10 pacientes ndo apresentaram a delecdo em ambas as
técnicas e um apresentou uma delecdo atipica ndo detectada pela técnica da FISH, mas
detectada pela técnica de MLPA. A técnica de MLPA foi utilizada por LAURITO et al., 2013
para confirmar o diagndstico clinico de um paciente com SWB na Argentina, comprovando
a eficiéncia da técnica. Um grupo de pesquisadores espanhois descobriram um novo ponto
de quebra, entre os genes LIMK1 e EIF4H, em trés pacientes independentes. Esse rearranjo
compartilhado pelos trés pacientes foi revelado por um estudo de array-CGH e confirmado
pela técnica de MLPA a qual detectou perdas e ganhos de genes importantes na RCSWB
(PLAJA et al., 2015). Um estudo realizado por Honjo et al., (2015) analisaram 55 pacientes
com SWB, dentre eles 2 possuiam resultado da FISH (-) e foram confirmados pela MLPA;
0s dois casos foram reavaliados pelo nosso grupo e revelaram na verdade serem FISH (+)

(dados ndo publicados).



A técnica de array-CGH também tem sido uma poderosa ferramenta na detec¢do de
microdelecdes e identificagdo de novas anormalidades citogenéticas, embora esse método
seja demorado e custoso dependendo da plataforma utilizada (SNIJDERS et al.,
2001;SHAFFER; BEJJANI, 2004).



2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Detectar perdas ou ganhos de DNA por meio da técnica de MLPA na regido critica
da SWB em pacientes com diagndstico clinico estabelecido pela pontuacdo de escore da
AAP, (2001) e com exame de FISH (-) realizado anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa.

2.1.1. Especifico

Correlacionar os achados de perdas ou ganhos de DNA com os ja descritos na
literatura e correlaciona-los aos fenotipos/gendtipo descritos em bancos de dados puablico
como DVG, DECIPHER, UCSC Genome Browser dentre outros.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Casuistica
Foram selecionados 30 individuos com hipdtese diagndstica de SWB, sendo a maioria

encaminhados pela Associacdo Brasileira de Sindrome de Williams (ABSW), Séo Paulo- SP
(21), e os demais foram enviados por outros centros de genética, como o Hospital de Base da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto-SP (5); Universidade Federal do Rio de
Janeiro-RJ (1); Conjunto Hospitalar de Sorocaba (1); Departamento de Genética Médica-
FCM/UNICAMP (2).

Todos pacientes passaram por avaliacdes genético-clinicas e foi proposto aos pais
participarem desta pesquisa. Apds 0s responsaveis terem sido esclarecidos sobre a pesquisa
e assinarem o termo de consentimento livre esclarecido em duas vias, 0s pacientes foram
fotografados e o sangue foi coletado para a realizacéo da técnica da FISH e extracdo do DNA.
Para os pacientes encaminhados dos outros centros de genetica foi solicitado o envio das
amostras de sangue para realizacdo da FISH e extracdo de DNA, juntamente com tabela de
sinais clinicos preenchidos pelos geneticistas desses centros, alem de fotografias e os termos
de consentimento livre esclarecido assinado pelos pais ou responsaveis.

Critérios de inclusdo

e Diagndstico clinico para a SWB, estabelecido pela classificacdo de escore clinico
AAP >3 com base na ficha de anamnese genético-clinico do paciente (ANEXO 1);

e Andlise citogenética negativa para SWB estabelecida pela técnica da FISH com
sondas para a regido da sindrome envolvendo o gene da ELN segundo protocolo dos
fabricantes (CYTOCELL®, VYSIS® e LIVE®).

Critérios de exclusdo

e Contrapor-se a participacdo no estudo, ndo assinando o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

3.2. Aspectos éticos

O projeto possui aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de
Medicina de Btotucatu (FMB-UNESP), sendo este o nimero de primeiro parecer: 2.370.344
(ANEXO II).



O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) com todas as informagdes
necessarias sobre o estudo foi fornecido aos responséveis quando o paciente era menor de 18
anos (ANEXO I11) e aos préprios pacientes quando eram maiores de 18 anos (ANEXO V).
Aos pacientes maiores de 12 anos um termo de assentimento também apresentado com todas
as informagBes compativeis com a idade do paciente (ANEXO V). Uma vez aceita a
participacdo no estudo, os termos foram assinados em duas vias, uma ficando com 0s
responsaveis pela pesquisa e a outra com os pacientes ou responsaveis. Como o diagndstico
clinico é baseado na classificacdo do escore clinico AAP, é necessario o0 uso de imagens dos
pacientes, com possibilidade futura de publicacdo. Em vista disso, a autorizacao foi solicitada
juntamente aos TCLEs.

3.3. Avaliagao clinica

A avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada pelo geneticista do Servico de
Aconselhamento Genético (SAG) com base na ficha de anamnese genético-clinica, a qual foi
adicionada ficha com as principais caracteristicas clinicas da SWB (ANEXO VI) e para
melhor documentacéo do caso, todos os pacientes foram fotografados (ANEXO VIII) (frente,
perfil, membros superiores e inferiores). Os sinais e sintomas da SWB foram tabulados como
presentes (+), ausentes (-) ou sem informacéo (X).

As medidas antropométricas obtidas dos pacientes como peso, altura, e perimetro
cefalico foram comparadas na tabela proposta pela AAP (2001).

Para este estudo foi preconizado como padrdo ouro para o diagndstico clinico da
sindrome de Williams o sistema de pontuacdo da Associacdo Americana de Pediatria (AAP,
2001). Assim se a pontuacao total for <3, o diagndstico é improvavel, caso a pontuacéo seja

>3, deve ser realizado o teste da FISH.

3.4. Analise Molecular

3.4.1. Obten¢do do DNA genbémico.
O DNA foi extraido de uma aliquota de sangue do tubo de 5 ml com EDTA, com 0

kit comercial de extragdo de DNA da QIAGEN® (Flexigene Genomic Purification Kit),

seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.



As amostras de DNA foram quantificadas e qualificadas através de leitura em
espectrofotometros NanoDrop 8000 (Thermo Fisher Scientific). Neste processo utilizou-se
de 0,5 até 1,0ul da amostra. As amostras foram armazenadas em freezer a temperatura de -
20°C.

3.4.2. Amplificacdo multiplex de sondas dependentes de ligagdo (MLPA)
Para a realizacdo da técnica de MLPA foi utilizado o kit SALSA P029 com sondas

especificas para 0s principais genes mapeados na regido critica da SWB: ELN, CLIP2
(CYLN2), LIMK1, TBL2, STX1A, RFC2, FZD9 e FKBP6, com sondas de outras regides

cromossémicas, que funcionam como sondas-controle (Figura 2).

Genes/MLPA

STAG3L3
WBSCR19
NCF1B
GTF2IRD2P
TRIM50
FKBP6
FZD9
BAZ1B

CLDN4
ELN
LIMK1
EIF4H
RFC2
CYLN2

GTF2IRD1
GTF2I
NCF1
GTF2IRD2
STAG3L2
GATSL1
GTF2IP1
WBSCR19
NSUN5B

Figura 2. Localizacao das sondas do kit 029 (DUTRA et al., 2012).

Para as reagGes de MLPA® foi utilizado um termociclador com tampa aquecida, um
controle “branco” (amostra sem DNA), um controle positivo de SWB (caso confirmado por

FISH) e dois controles normais, ou seja, sem SWB.



A técnica foi efetuada de acordo com as instrugdes do fabricante (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands) sem modificagdes (SCHOUTEN et al., 2002). A separagéo
dos fragmentos foi realizada em sequenciador automatico ABI 3500 (Applied Biosystems). A
analise dos resultados foi realizada utilizando-se o software Coffalyser.



4. RESULTADOS

Dos 30 pacientes avaliados clinicamente, 20 eram do sexo masculino e 10 do sexo
feminino. A idade de primeira avaliacdo e do diagndstico clinico da SWB variou de 8 meses
a 38 anos, com mediana de 10 anos. O primeiro atendimento de 14 pacientes foi realizado
com menos de 10 anos, para 14 pacientes se iniciou com 10 anos ou mais de idade, trés
pacientes com idade superior a 20 anos e dois pacientes ndo possuiam essa informagdo. Com
relacdo a idade gestacional, 6 pacientes nasceram de <36 semanas, desses um paciente nasceu
de 31 semanas de uma gestacdo gemelar, 15 pacientes nasceram de 38 a 40 semanas e para
0s demais pacientes ndo foi relatado o tempo gestacional.

Todas as descri¢des clinicas e fotos dos pacientes encontram-se nos anexos VIl e IX.

As frequéncias das caracteristicas clinicas dos pacientes encontram-se na tabela 1 e
bem como a reviséo dos sinais clinicos da literatura.



Tabela 1. Tabela com as frequéncias das principais caracteristicas clinicas avaliadas na presente
casuistica e a frequéncia e (%) nos casos observados na literatura de SWB FISH (-).

Presente Casuistica FISH (+) Literatura* FISH (-) Literatura*

Caracteristicas Clinicas

N=30 N=394 N=141

Testa larga 23/30 (77%) 108 (27%) 41 (29%)
Boca grande 23/30 (77%) 108 (27%) 43 (30%)
Labios proeminentes 28/30 (93%) 109 (28%) 45 (32%)
Edema periorbital 24/30 (80%) 106 (27%) 39 (28%)
Filtro longo 25/30 (83%) 103 (26%) 37 (26%)
Hipoplasia malar 11/30 (37%) 112 (28%) 94 (67%)
Ponte nasal baixa 22/30 (73%) 102 (26%) 93 (66%)
Anomalias dentarias 25/30 (83%) 74 (19%) 34 (24%)
Bochechas proeminentes 23130 (77%) 97 (25%) 47 (33%)
Estreitamento bitemporal 10/30 (33%) 96 (24%) 34 (24%)
Estrabismo 10/30 (33%) 59(15%) 8 (6%)

Orelhas antevertidas 0/30 (0%) 7(2%) 1 (1%)

Microcefalia 18/30 (60%) 51 (13%) 39 (28%)
Queixo pequeno 20/30 (67%) 95 (24%) 45 (32%)
[ris estrelada 17/30 (57%) 42 (11%) 23 (16%)
Clinodactilia de 5° dedo 09/30(30%) 69 (18%) 43 (30%)
Deficiéncia Mental 28/30 (93%) 101 (26%) 69 (49%)



Caracteristicas Clinicas

Presente Casuistica FISH (+) Literatura* FISH (-) Literatura*

N=30 N=394 N=141
Sociabilidade excessiva 22/30 (73%) 96 (24%) 38 (27%)
Pequer_]o para idade 10/21 (48%) 77(20%) 17 (12%)
gestacional

Estatura (<5th) 2/30 (7%) 72 (18%) 40 (28%)
Peso (<5th) 04/30 (13%) 54 (14%) 35 (25%)
Dificuldades alimentares 16/30 (53%) 84 (21%) 24 (17%)
Constipagéo cronica 18/30 (60%) 69 (18%) 26 (18%)
Hiperatividade 25/30 (83%) 86 (22%) 47 (33%)
Hérnia inguinal/umbilical 08/30 (27%) 43 (11%) 20 (14%)
Loquacidade 20/30 (67%) 63 (16%) 14 (10%)
\Voz grave 24/30 (80%) 82 (21%) 28 (20%)
Deficiéncia de Crescimento 22/30 (73%) 66 (17%) 43 (30%)
Hipotonia 26/30 (87%) 79 (20%) 58 (41%)
Problemas respiratorios 13/30 (43%) 7(2%) 2 (1%)
EASV 02/30 (7%) 66 (17%) 10 (7%)
Outras cardiopatias 09/30 (30%) 46 (12%) 32 (23%)
Vomitos 10/30 (33%) 78 (20%) 24 (17%)
Otites média crbnica 14/30 (47%) 33 (8%) 0
Problemas renais 04/30 (13%) 22 (6%) 8 (6%)

Literatura: Sugayama et al. (2004) e Souza et al. (2007).



Os pacientes foram submetidos ao sistema de pontuacéo desenvolvido pela AAP. No
score elaborado pela AAP sdo considerados SWB classicos os pacientes que obtiveram
resultado >3. Sendo assim, o menor resultado do score foi igual a 3 ¢ o maior foi igual a 9,

com uma mediana de 6, esse também foi o valor de score mais frequente (12/30).

A técnica de MLPA foi realizada para as 30 amostras. Em trés casos ndo houve
amplificacdo das amostras nos dois testes realizados. Nas 27 amostras com resultados da
técnica de MLPA em nenhum foi detectada perda ou ganho de DNA na regido critica da
SWB.

Foram localizados 26 artigos na literatura que descreveram 62 pacientes com SWB
com delecdes atipicas. Os artigos de delecdes atipicas que ndo possuiam as descri¢es das

caracteristicas clinicas dos pacientes ndo foram incluidos nesta revisao da literatura.

Assim, compilamos e comparamos os dados dos sinais clinicos destes pacientes com
as delecdes, que se encontram na figura 3 e na tabela 2. Todos os sinais clinicos e analises

moleculares desta revisdo se encontram nos anexos X e XI.



Tabela 2. Tabela com as frequéncias das principais caracteristicas clinicas observadas na revisdo da

literatura dos casos de delecdes atipicas.

Caracteristicas Gerais Frequéncia dos casos

(AAP, 2001) com del. atipicas
N=62

Sexo:

Masc. 23/62

Fem. 29/62

Idade ao 1° Atendimento
Crescimento

Pds-termo > 41 semanas

Colica prolongada > 4 m irritabilidade
Déficit de crescimento <p 5
Constipagéo cronica

Vomitos ou refluxo gastro-encefalico
Comportamento e desenvolvimento
Personalidade amigavel

Problema visuoespacial

Hiperacusia

Atraso de fala, excesso de fala
Ansiedade

Deficiéncia mental

Craniofacial

Estreitamento bitemporal

Epicanto ou ponte nasal achatada
Edema periorbitario

Nariz curto ou narinas antevertidas
Hipoplasia malar

Filtro longo

Dentes pequenos, espacados

Média 12 anos (51/62)

1/62 (2%)
0/62
3/62 (5%)
3/62 (5%)
3/62 (5%)

16/62 (26%)
6/62 (10%)
11/62 (18%)
5/62 (8%)
8/62 (13%)
25/62 (40%)

12/62 (19%)
12/62 (19%)
19/62 (31%)
19/62 (31%)
15/62 (24%)
11/62 (18%)
1/62 (2%)



Caracteristicas Gerais
(AAP, 2001)

Frequéncia dos casos
com del. atipicas
N=62

Boca grande

Queixo pequeno
Lébulos da orelha proeminentes
Sobrancelhas largas
Nariz bulboso
Bochechas proeminentes
Labios espessos

Ma ocluséo

Estrabismo

ris de padrdo estrelado
Cardiopatias

Estenose adrtica supra valvular

Estenose artéria pulmonar periférica

Outras cardiopatias
Hipertensdo arterial

Outras

Tecido conectivo

Voz rouca

Hérnia inguinal

Pescoco longo ou ombro caido
Limitacdo articular ou frouxidao
Diverticulo de bexiga ou intestino
Prolapso retal

Calcio

Hipercalciuria

Hipercalcemia

10/62 (16%)
3/62 (5%)
5/62 (8%)
1/62 (2%)
6/62 (10%)

14/62 (23%)

22/62 (35%)
6/62 (10%)

10/62 (16%)
4162 (6%)

37/62 (60%)
16/62 (26%)

4162 (6%)
7/62 (11%)

10/62 (16%)
3/62 (5%)
0/62
1/62 (2%)
0/62
0/62

1/62 (2%)
9/62 (15%)
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Figura 3. Regido critica da SWB com o0s genes encontrados na regido e representacdo
dos tamanhos das delecdes atipicas dos pacientes relatados na literatura. A seta e a linha
vermelha indicam a localiza¢&o do gene da ELN. As linhas verdes delimitam a delecdo tipica

de 1.8Mb, enquanto que as linhas amarelas delimitam a dele¢&o tipica de 1.5Mb.
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Figura 3. cont. Regido critica da SWB com 0s genes encontrados na regido e
representacdo dos tamanhos das dele¢des atipicas dos pacientes relatados na literatura. A seta
e a linha vermelha indicam a localizagcdo do gene da ELN. As linhas verdes delimitam a
delecdo tipica de 1.8Mb, enquanto que as linhas amarelas delimitam a delegéo tipica de
1.5Mb.



5. DISCUSSAO e CONCLUSOES

Para a analise das principais caracteristicas clinicas da SWB na nossa casuistica, ndo
foram utilizados célculos estatisticos, devido ao pequeno nimero amostral (30 pacientes).
Desta forma a comparagdo com os dados da literatura de casos com delecGes atipicas torna-
se muito importante.

A proporgéo sexual nesta amostra (2M:1F) diferiu da proporgéo esperada (1:1), mas
pode ser devido ao tamanho amostral.

Com relacéo a idade gestacional, 15/22 das criangas nasceram dentro do esperado
(37-40 semanas), 6/22 nasceram pré-termo e desses 1 nasceu com 31 semanas; esses dados
diferem de estudos prévios, onde os pacientes tiveram nascimentos pés-termo. Dentre 0s
antecedentes neonatais, observou-se uma elevada frequéncia de recém-nascidos com peso de
nascimento <5 (23/30) e o comprimento ao nascimento de 10/30 eram <5, tais dados
corroboram com o estudo de Morris et al. (1988), onde 70% dos pacientes eram pequenos

para a idade gestacional e diferem dos casos FISH  (-).

A maioria dos pacientes iniciou a investigacdo com idade superior a 10 anos, sendo
que trés pacientes com idade superior aos 20 anos. A mediana da idade dos pacientes no 1°
atendimento foi de 9,5 anos, tais dados sdo compativeis com relatos prévios da literatura
(MORRIS et al., 1988; SOUZA et al., 2007).

As caracteristicas faciais como testa larga (23/30), boca grande (23/30), labios
proeminentes (28/30), edema periorbital (24/30), filtro longo (25/30), anomalias dentéarias
(25/30), bochechas proeminentes (23/30), queixo pequeno (20/30), microcefalia (18/30) e iris
estrelada (17/30) caracterizam a face tida como tipica na SWB e apresentaram alta incidéncia
nesta casuistica. Assim, tais caracteristicas faciais tém auxiliado na hipotese diagnédstica de
SWB, mesmo esses pacientes ndo apresentando as alteracdes de perdas e ganhos na RCSWB.
Enguanto que na literatura dos FISH (-) essas mesmas caracteristicas faciais apresentaram

frequéncias menores e variadas.

Na nossa amostra 11/30 pacientes apresentavam cardiopatia, e desses apenas 2/11
apresentavam a EASV. A importancia das alteracGes cardiacas se da pelos estudos que

estabeleceram a correlagdo fenotipo-gendtipo, onde a delecdo ou mutages envolvendo o



gene da elastina (ELN) resultaria nos problemas cardiacos e altera¢Ges de tecido conjuntivo
observados na sindrome (EWART et al., 1993). A casuistica difere dos dados de correlagéo
de gendtipo-fendtipo do gene da ELN, uma vez que esses pacientes ndo apresentaram delecao
para este gene. Mas esses dados se assemelham a a literatura dos FISH (-), que tiveram uma
baixa prevaléncia de cardiopatias; e também aos estudos de delecBes atipicas onde o0s
pacientes ndo apresentavam delecdes que englobavam o gene da ELN, mas sim dele¢des em
outras regides ainda dentro da RCSWB ( LI et al., 2016; HU et al., 2017).

As alteracdes de tecido conectivo também podem estar relacionadas com a delecdo
do gene da ELN, (EWART et al., 1993), em nosso grupo a hipotonia foi relatada em 26/30
casos e voz grave em 24/30 pacientes, tais sinais foram observadas na literatura de FISH (-)
com frequéncias menores. A presenca de hérnia inguinal/ umbilical se assemelham tanto na
casuistica (8/30), quanto na literatura dos casos de FISH (-). Assim, a presenca de tais
caracteristicas pode ndo estar associadas apenas a delecdo do gene da ELN, uma vez que

foram observadas em pacientes que ndo possuem a delecéo

A hipertensdo foi relatada em trés pacientes (3/30), sendo que o mais velho possuia
10 anos e 0 mais novo tinha oito meses. Vale ressaltar que dos trés que apresentaram
hipertensdo apenas a paciente de 6 anos (SAG 8445) possuia uma alteracdo cardiaca ja
operada. Na literatura, a correlacdo gendtipo-fendtipo foi estudada de modo que a hemizigose
do gene NCF1 pode ser um fator de protecdo contra a hipertensdo (DEL CAMPO et al.,
2006). A prevaléncia da hipertensdo na SWB € 40-50% acometendo qualquer idade, assim a
casuistica difere que além da baixa incidéncia, é que a hipertensdo pode ser segundaria a
alteracdo vascular (MORRIS, 2018).

Outro sistema acometido na SWB é o sistema gastrointestinal, assim neste estudo,
16/30 apresentaram dificuldades alimentares e 18/30 apresentaram constipa¢do,ja nos casos
de FISH (-) essas caracteristicas foram observadas com menor frequéncia. A constipacao
encontrada principalmente na primeira infancia pode estar também relacionada com a
hipercalcemia idiopética transitéria (MORRIS et al., 1988). A hipercalcemia transitéria
normalmente ocorre durante a primeira infancia e pode apresentar mais sintomas, além da
constipagdo, como vémitos e irritabilidade (MORRIS et al., 1988). No nosso grupo de estudo

a hipercalcemia foi relatada em apenas um paciente (SAG 6928). Assim, a baixa prevaléncia



na casuistica pode ser porque a dosagem de célcio ndo é realizada na rotina e os sintomas da
hipercalcemia ndo s&o especificos.

A diabetes mellitus é uma alteracdo endocrina descrita na SWB com frequencia maior
na vida adulta, em nosso grupo amostral foi relatada em apenas uma paciente com 35 anos.

A baixa incidéncia pode ser devido a casuitica ter apenas 3/30 adultos.

Os problemas renais na nossa casuistica tiveram baixa prevaléncia sendo a infec¢do
urinaria relatada em apenas um paciente (1/30), o refluxo urinario em dois (2/30) e estenose
da artérial renal em um (1/30). Tais dados se assemelham aos observados na literatura, tanto
para os casos de FISH (+), quanto para os de FISH (-).

O padréo diferenciado das habilidades encontradas na SWB recebe o nome de perfil
cognitivo da SWB (WSCP-Williams Syndrome Cognitive Profile), esse perfil inclui o
comprometimento da capacidade visoespacial prejudicada, a deficiéncia intelectual,
sociabilidade excessiva, acompanhada por ansiedade, déficit de atencdo, hiperatividade e
hiperacusia (BELLUGI et al., 1999). Na nossa amostra foi observado as a seguintes
caracteristicas do WSCP: hiperatividade (25/30), a loguacidade (20/30), a sociabilidade
excessiva (22/30) e deficiéncia intelectual (28/30). Essas caracteristicas presentes na
casuistica estdo de acordo com os relatos da literatura para o WSCP (MORRIS, 2018;
POBER, 2010). Enquanto que nos dados de casos de FISH (-) as caracteristicas do WSCP
apresentaram frequéncias menores, tal fato concorda com alguns relatos de delecdes atipicas,
onde 0s pacientes possuiam apenas algumas caracteristicas do WSCP (GAGLIARDI et
al.,2003).

Os estudos sobre o fendtipo da SWB baseiam-se principalmente em evidéncias de
estudos funcionais de genes simples, modelos de animais e analise de individuos com SWB
com delecdes atipicas (FUSCO et al., 2014).

As caracteristicas clinicas da SWB nos casos de dele¢des atipicas apresentam grande
variabilidade e frequéncias menores quando comparada a casuistica e com a literatura de
FISH (+). Nesses relatos os pacientes sdo descritos apresentando poucos dos sinais e sintomas
tipicos observados na SWB. Assim, os relatos de pacientes com delecfes atipicas sdo de

grande relevancia, pois através desses estudos que as correlagdes de genotipo- fendtipo para



0s demais genes da regido critica da SWB vém sendo elaboradas, tendo como enfoque a
busca por genes correlacionados as caracteristicas craniofaciais, cognitivas e
comportamentais (BOTTA et al., 1999; TASSABEHJI et al., 1999; KORENBERG et al.,
2000; GAGLIARDI, 2003; HELLER et al., 2003; HIROTA et al., 2003;KARMILOFF-
SMITH et al., 2003; MORRIS et al., 2003; DOYLE et al., 2004; TASSABEHJI et al., 2005;
HOWALD et al., 2006; EDELMANN et al., 2007; VAN HAGEN et al., 2007; ANTONELL
et al., 2010; DAI; BELLUGI; CHEN, 2010; FERRERO et al., 2010; HONJO, 2012,
PORTER etal., 2012; DELGADO et al., 2013; EUTENEUER et al., 2014;FUSCO et al.,
2014; LI et al., 2016; STREATA et al.,, 2016; GHAFFARI et al., 2017; HU et al., 2017,
XlA et al., 2018)(Anexo X e XI).

Na revisdo da literatura de delecbes atipicas foram relatados 4 pacientes nédo
apresentavam a delecdo do gene da ELN, paciente 8,9 e 10 de Li et al. (2016) e o paciente de
Hu et al. (2017). Dos casos do estudo de Li et al. (2016): paciente 8 (14 semanas gestacionais)
tinha atresia duodenal e artéria umbilical Unica; paciente 9 tinha estenose adrtica,
comunicacdo interventricular, atraso global do desenvolvimento, fissura palatina e luxagédo
patelar; e paciente 10 era fenotipicamente normal. Ja o paciente relatado por Hu et al. (2017)
tinha dificuldades alimentares, fissura de palato e sopro cardiaco, EASV, persisténcia do
canal arterial, moderado retardo de crescimento, hipercalcemia, nefrolit, comprometimento
das capacidades visuoespaciais, autismo e severo comprometimento da linguagem
expressiva. Vale notar que apesar deles ndo possuirem a delecdo do gene da ELN, dois

pacientes possuiam alteracdes cardiacas.

Na literatura ha relatos de diversos estudos com pacientes com delecées atipicas que
estdo auxiliando na elaboracédo da correlacdo genotipo-fenotipo para o perfil cognitivo, assim
as delecdes envolvendo os genes GTF2l e GTF2IRD1 poderiam contribuir tanto com as
caracteristicas craniofaciais quanto com o déficit intelectual global e com alguns aspectos do
perfil cognitivo da SWB( TASSABEHJI et al., 2005; ANTONELL et al., 2010). Enqueto
que apenas 0 gene GTF2IRD1 pode ser importante para alguns aspectos da cognicéo
visuomotora e possivel contribuicdo com a sociabilidade excessiva observada na SWB
(ANTONELL et al., 2010; DAI; BELLUGI; CHEN, 2010).



Além da familia GTF2l, outros genes da RCSWB também sdo estudados para a
possivel correlacdo gendtipo- fenotipo, como o gene LIMKL, que pode ter um papel no
desenvolvimento da cognicdo e construcdo visuoespacial, entretanto, a delecdo apenas de
LIMK1 n&o seria capaz de gerar todo o perfil cognitivo (KARMILOFF-SMITH et al., 2003;
MORRIS et al., 2003; ANTONELL et al., 2010). Assim, Euteneuer et al. (2013) sugeriram
que a delecdo completa de GTF2l, GTF2IRD1, CLIP2 e LIMK1 possivelmente seja

necessaria para gerar WSCP tipico.

A anélise molecular nesta casuistica (técnica de MLPA) ndo detectou nenhuma perda
ou ganho de DNA na regido critica da SWB. Esta técnica foi escolhida para a realizacao desse
estudo, pois estudos realizados na ultima década, conseguiram esclarecer o diagnostico de
pacientes com delecbes atipicas. Assim, a técnica pode nao ter detectado nenhuma perda ou
ganho de DNA, porque as alteracdes estdo presentes em regides que ndo sao cobertas pelas
sondas presentes no kit comercial P029-C1. Tal fato ja foi relatado no estudo realizado por
Delgado et al. (2013), onde a MLPA nédo conseguiu detectar a delecédo atipica do paciente
pois o kit comercial ndo possuia sondas para a regido localizado nos pontos mais distais.
Assim, para os casos de FISH (-), ndo recomendamos o uso do MLPA, pois esse podera na
maioria ser negativo também, nesses casos outras técnicas como o array-CGH ou NGS devem

ser utilizados.

O estudo tera seguimento com o uso de outras técnicas, como o aCGH, que como ja
observado foi frequentemente utilizado na literatura e possuiu uma assertividade maior na
literatura dos casos atipicos. Relatorios anteriores ja mostram que a abordagem do array-
CGH pode identificar as CNVs patogénicas na WBS, demostrando a identificacéo precisa dos
genes deletados, que causam tanto os fenotipos tipicos quanto os atipicos (EDELMANN et
al., 2007; ANTONELL et al., 2010; DAI; BELLUGI; CHEN, 2010; PORTER et al., 2012;
EUTENEUER et al., 2014; FUSCO et al., 2014; L1 et al., 2016; STREATA et al., 2016; HU
et al., 2017; XIA et al., 2019). Portanto, esses achados indicam que o array-CGH é um
suplemento importante para o exame clinico para um diagnostico preciso da SWB
(HUSSEIN et al., 2016).



Foi realizado o Aconselhamento genético dos familiares, informando esses resultados
e comunicando-lhes que o estudo prosseguira com aplicacbes de outras metodologias

laboratoriais subsidiarias ao diagnostico clinico do paciente.
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RESUMO
A sindrome de Williams-Beuren (SWB) € uma doenca genética caracterizada por
dismorfismos faciais, anomalias cardiovasculares, deficiéncia intelectual e perfil
cognitivo tipico. A SWB é causada por uma microdelecdo hemizigotica da regido
cromossdmica 7q11.23, de ~1,5Mb a 1,8Mb de genes de copias Unicas e delecGes
maiores ou menores que esses limites sdo considerados delecGes atipicas. O objetivo
do trabalho foi detectar perdas ou ganhos de DNA por meio da técnica de MLPA na
regido critica da SWB em pacientes com diagnostico clinico estabelecido pela
pontuacdo de escore da AAP, (2001) e com exame de FISH (-). Foram selecionados 27
individuos com hipotese diagnostica de SWB e analise citogenética negativa para SWB
estabelecida pela técnica da FISH. O diagnéstico clinico de SWB “classica” foi
estabelecido pelo escore da Academia Americana de Pediatria (2001). Foi realizada a
extracdo de DNA das amostras e foi aplicada a técnica de MLPA com o kit SALSA P029

(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) com sondas especificas para os principais



genes encontrados na regido critica da SWB. Apesar da casuistica apresentar
caracteristicas tipicas da SWB a anélise molecular pela técnica de MLPA ndo detectou
nenhuma perda ou ganho de DNA na regido critica da SWB. A técnica pode néo ter
detectado nenhuma perda ou ganho de DNA, porque as alteragdes podem estar
presentes em regifes que ndo sdo cobertas pelas sondas presentes no kit comercial
P029-C1. Assim, para os casos com diagndstico clinico de SWB e FISH (-), sugerimos

0 uso de outras técnicas como o array-CGH ou NGS.

A sindrome de Williams-Beuren (SWB) (OMIM 194050) € uma doenca genética
caracterizada por dismorfismos faciais, anomalias cardiovasculares, deficiéncia intelectual e
perfil cognitivo tipico, acomete 1/7.500 nascidos vivos (MORRIS et al., 1988a; AAP,2001;
STROMME; BJORNSTAD; RAMSTAD, 2002).

A SWB é possui uma etiologia genética devido hd hemizigosidade de na regido 7q11.23. Essa
regido critica da sindrome de Williams Beuren (RCWB), em 7g11.23, possui uma regido
~1,2 Mb de genes de copias Unicas; que esta ligada a trés regides repetitivas, LCR — Low
Copy Repeats (SCHUBERT, 2009). As LCRs sdo sequéncias homdlogas de alta similaridade
0 que leva a predisposicao para a ocorréncia de um pareamento ndo homologo entre blocos
de LCRs diferentes (non allelic homologous recombination - NAHR). Cerca de 95% dos
pacientes com diagnostico clinico de SWB apresentam uma delecdo de ~ 1,5 Mb, ~ 3-5%
exibem uma delecdo de ~ 1,8 Mb, delecGes maiores ou menores que esses limites sdo
consideradas atipicas e ja foram descritas na literatura (<2%) (KORENBERG et al., 2000;
BAYES et al., 2003; SCHUBERT; LACCONE, 2006; SCHUBERT, 2009). Dos 28 genes
identificados na RCSWB, o mais estudado e que possui correlacdo gendtipo-fenotipo

estabelecido é o gene da elastina (ELN). A haploinsuficiéncia da ELN é responsavel pelos



problemas cardiovasculares e outras anormalidades do tecido conjuntivo de pacientes com
SWB (EWART et al., 1993).

Os portadores da SWB apresentam caracteristicas faciais tipicas; anomalia
cardiovascular, sendo a mais frequentes a estenose adrtica supra-valvar (EASV); alteracdes
no tecido conjuntivo como a voz rouca, a presenca de hérnias (umbilical ou inguinal) e a
frouxiddo das articulagcbes (WILLIAMS; BARRAT-BOYERS; LOWE, 1961; BEUREN;
APITZ; HARMJANZ, 1962; MORRIS et al., 1988; MORRIS, 2018).

A deficiéncia intelectual observada na SWB é de intensidade leve a moderada e esta
presente em 75% dos afetados (SMOOT et al., 2005). Individuos com SWB possuem perfil
cognitivo especifico com um padrao caracteristico de debilidades e habilidades. As areas que
apresentam maiores debilidades s@o a construcéo visuoespacial e as habilidades motoras finas
(SMOOT et al., 2005). Ja as areas com maiores habilidades estéo relacionadas a linguagem,
reconhecimento e memorizacdo facial e o talento musical (POBER, 2010). Os portadores da
sindrome possuem um perfil comportamental e de personalidade caracteristico, sendo
extremante sociaveis e extrovertidos (SMOOT et al., 2005). Além disso, a maioria apresenta
déficit de atencdo, hiperatividade, ansiedade, empatia excessiva, hiperacusia e distdrbios do
sono (AAP, 2001).

Para realizacdo do diagnostico clinico trés sistemas de pontuacdo foram elaborados
ao longo dos anos, sendo eles: Lowery et al.,(1995); Academia Americana de Pediatria
(AAP, 2001); e Sugayama et al., (2007). Os sistemas sdo baseados nos sinais clinicos
apresentados pelos pacientes, onde cada caracteristica recebe uma pontuacdo que somadas
resultam no escore do paciente. Os trés sistemas de pontuacdo foram avaliados por Leme et

al., (2013) que encontram entre eles uma alta sensibilidade e baixa especificidade, além de



demonstrar que a SWB pode ser diagnosticada clinicamente usando qualquer um dos
sistemas avaliados.

A confirmacdo do diagndstico clinico € realizada pela técnica da FISH, que
considerada a técnica padrdo ouro para o diagnostico laboratorial da SWB. A literatura e a
experiéncia laboratorial tém demostrado que 96% dos casos com diagndéstico clinico de SWB
possuem FISH positivo (BAYES et al., 2003; SCHUBERT; LACCONE, 2006; SOUZA et
al., 2007;SCHUBERT, 2009). Desta forma 4% de pacientes com o fenétipo clinico de
sindrome de Williams ndo possuem a confirmacdo do diagnostico laboratorial classico para
esta afeccdo. Isso pode ocorrer devido: microdelecdo ser do tipo atipica na regido critica da
SWB e pode ndo envolver o gene da elastina (ELN) (PANI et al., 2010); ter ocorrido mutagao
de ponto em genes da RCSWB; ou dele¢bes ou mutacdes em outras regides do genoma
apresentando fenocopias da SWB.

Assim, nesses casos que possuem a clinica indicativa de SWB mas FISH (-), uma
técnica que pode ser utilizada é a amplificacdo multiplex de sondas dependentes de ligacéo
(MLPA). A MLPA é uma técnica de alto rendimento, permitindo detectar alteracfes (perdas
e ganhos) no numero de cdpias (CNVs), em uma regido especifica (7q11.23 para SWB) e
também constatar rearranjos que ndo foram observados na analise padrdo, sendo aplicada a
ensaios especificos. As vantagens da técnica sdo a facilidade e rapidez na deteccdo de
delecBes, delecdes atipicas e duplicacdes presentes no genoma e suas desvantagens estdo na
incapacidade de detectar rearranjos balanceados, mosaicismo em baixo grau e a sensibilidade
em relacdo a qualidade do DNA utilizado (KOZLOWSKI; JASINSKA; KWIATKOWSKI,
2008).

Neste estudo o objetivo foi aplicar a técnica de MLPA em 27 pacientes brasileiros

com diagnéstico clinico da SWB com score AAP da SWB cléssico (>3), mas com FISH (-).



O projeto é aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB-UNESP).

Eles foram escolhidos no banco de dados do Servigo de Aconselhamento Genético —
IBB/JUNESP (SAG). Os pacientes escolhidos ja haviam passado pelo protocolo de
atendimento, preenchimento da ficha de anamnese, fotografados e o sangue coletado para a
extracdo de DNA (QIAGEN®). Durante a avaliacdo clinica dos pacientes foi utilizado o
sistema de pontuacao elaborado pela AAP (2001) para realizar o diagndstico clinico da SWB.
Assim se a pontuagdo total for <3, o diagndstico ¢ improvavel, caso a pontuacao seja >3,
indicativo de SWB classico, recomenda-se a aplicacdo da técnica da FISH.

As frequéncias das caracteristicas clinicas dos pacientes encontram-se na tabela 1 e
as fotos de alguns dos pacientes encontram-se na figura 1.

A analise molecular foi realizada com a técnica de MLPA, foi utilizado o kit SALSA
P029 (MRC-Holland, Amsterda, Holanda) sem modificacdo e seguindo todo o protocolo do
fabricante (SCHOUTEN et al., 2002). A separacdo dos fragmentos foi realizada no
sequenciador automatizado ABI 3500 (Applied Biosystems). A analise dos resultados foi
realizada utilizando o software Coffalyser.

A técnica de MLPA foi utilizada nas 27 amostras em nenhum foi detectada perda ou

ganho de DNA na regido critica da SWB.



Figura 1. Fotos de 8/27 pacientes selecionados para este estudo.
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Tabela 1. Tabela com as frequéncias das principais caracteristicas clinicas avaliadas na presente casuistica.
Casos

69 77 77 78 795 79 79 80 80 80 80 80 80 80 80 81 82 83 83 83 84 84 84 84 84 84 85

28 08 34 94 8 69 92 28 29 30 42 66 70 74 93 74 27 30 66 91 10 37 45 75 78 91 08
Caracteristic
as Gerais
Pequeno
para idade - NR - - - + - - NR + - NR - + + + + + + + NR NR NR NR NR + NR
gestacional
Estatura ) o4 ) ) ) ) o4 - NR - ) ) ) ) ) ) - NR + NR + + NR
(<5th)
Peso (<5th) - -+ - - - - - - NR - - NR - - - - - - - - NRNR - + + NR
Deficiéncia
de -+ 4+ 4+ 4+ o+ - -+ 4+ -+ + o+ o+ -+ o+ -+ o+ o+ O+ o+ o+ 4+
crescimento
Di.ficuldades .+ o+ 4 -+ -+ o+ -+ o+ o+ -+ -+ -+ -+
alimentares
Constipagao NRNR - + - + + - + + + - - NR + + + + + + + + + + - -
cronica
Vomitos ou
rEfluxo,-NR+-+-+-----+-++---+--+----
gastroencefa
lico
SOCIabIIIqad--NR+++-+++++-++++--NR+++++-+
e excessiva
loquacidade - - + - + 4+ - + + + + 4+ - + + + + - + NR + + + + + - +
Hlperat|V|da+_++_+_++++++++++_+++++++_+

de
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Casos

69 77 77 78 795 79 79 80 80 80 80 80 80 80 80 81 82 83 83 83 84 84 84 84 84 84 85

28 08 34 94 8 69 92 28 29 30 42 66 70 74 93 74 27 30 66 91 10 37 45 75 78 91 08
Deficiéncia
. + + + + + NR + + + + + + + + + + + + + + o+ - + o+
intelectual
Microcefalia - - NR - - - - + NR + NR + -
Testa larga + + NR + o+ + o+ NR - NR - -
Estreitament

. + + + + + +
o bitemporal
Orelhas i i i i o i i i i i i i i i i i i i i i i i i i
antevertidas
Epicanto ou N
ponte nasal + + R + + + + + + + + + + - + + - + + - - + + + +
achatada
Ede_ma_++++++++++++-++ + + -+ 4+ -+ o+ 4+ -
periorbial
oo e NONCNCUN L L L L e
. R R R

antevertidas
Hipoplasia N N + v e i L+ sy
malar R R
Filtro longo + + O+ + + 4+ + 4+ + + - o+ - -+ + -+ +  + + o+ + o+ 4
Boca grande + + + + + + + - + - + + + - + + - g + + + + + - +
Queixo + + NR - + + - + + 4+ - 4+ o+ -+ + - -+ + -+ o+ -+

pequeno
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Casos

69 77 77 78 795 79 79 80 80 80 80 80 80 80 80 81 82 83 83 83 84 84 84 84 84 84 85

28 08 34 94 8 69 92 28 29 30 42 66 70 74 93 74 27 30 66 91 10 37 45 75 78 91 08
Sobrancelha N i N i N o+ L N L L ) ) L . ) ) )
s largas R R R R
Estrabismo - - - + T T S T R - + O+
iris de

~ N N
padrdo -+ 4+ + 4+ 4+ -+ -+ -+ o+ -+ o+ 4 + + - - NR +
R R

estrelado
Nariz + 4+ + + + o+
bulboso
Bochechas N
proeminente - + R + + + - + + + - + + - + + + + - - + + + + +
s
Labios

+ o+ o+ + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + + + - o+ + - o+ + 4+ + + o+
espessos
Anomalias

L + o+ o+ + 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ + + + + - o+ - o+ + + + + 4+ + -+

dentarias
Estenose
adrtica N N
supravalvula R~ ) - R oot e NR o
r
Outras N

- - - - + - - - - - - - + - - - -
Cardiopatias R ° * NR * * NR *
Voz grave - + + + + + - - + - + + - +
Hipotonia + + o+ + + + NR - - - + + + o+
:-rlmerunilr?al/Um—NN———+——+—+———+—+—+-—+—-
g R R

bilical
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Casos

69 77 77 78 795 79 79 80 80 80 80 80 80 80 80 81 82 83 83 83 84 84 84 84 84 84 85

28 08 34 94 8 69 92 28 29 30 42 66 70 74 93 74 27 30 66 91 10 37 45 75 78 91 08
Prob'Iem’as': - N + - + + + o+ + NR + - + + - + + NR +
respiratorios R
Prob'lemas - NR NR - o ) ) + NR - i + + + i i i i
renais
Otites média N N

o - + -+ o+ o+ + + - -+ + -+ - 4+ +

crbnica R R
CIinoda,c'FiIia R ) o ) ) ) .o+ ) + ) o+ 4 +
de 5° digito
Escore AAP 5 5 6 6 7 6 4 5 4 6 6 6 6 7 4 4 6 6 6

+: presente; - : ausente ; NR:

nao relatado
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As caracteristicas faciais como testa larga, microcefalia, boca grande, lbios proeminentes,
edema periorbital, estrabismo, iris estrelada, filtro longo, anomalias dentérias, bochechas
proeminentes e queixo pequeno caracterizam a face tida tipica na SWB e apresentaram alta
incidéncia nesta casuistica e diferem dos casos da literatura onde os pacientes FISH (-) apresentam
frequéncias menores.

A cardiopatia congénita é muito observada na SWB, sendo a mais frequente a EASV, na
nossa amostra 11/27 pacientes apresentavam alguma alteracdo cardiaca, e desses apenas 2/11
apresentavam a EASV. As dele¢des ou mutacdes envolvendo o gene da elastina (ELN) foram
correlacionados as alteracfes cardiacas e de tecido conjuntivo (EWART et al., 1993). Das
alteracdes de tecido conectivo na casuistica foram observados a hipotonia em 23/27 casos e a voz
grave em 22/27 pacientes, enquanto que nos casos de FISH (-) da literatura essas caracteristicas
possuem menores frequéncias. A presenca de hérnia inguinal/ umbilical foi observada em 7/27, o
que também foi visto pra os FISH(-). A hipertensdo arterial foi relatada em trés pacientes (3/27). A
prevaléncia da hipertensdo na SWB é 40-50% acometendo qualquer idade (MORRIS, 2018).

Das alteragbes do sistema gastrointestinal, na nossa casuistica, 14/27 apresentaram
dificuldade alimentar e 16/27 apresentaram constipacdo. Essas duas caracteristicas gastricas
diferem das observadas nos FISH (-), neles as frequéncias sdo menores. A constipacdo encontrada
principalmente na primeira infancia pode estar também relacionada com a hipercalcemia idiopatica
transitoria (MORRIS et al., 1988a). A hipercalcemia transitoria normalmente ocorre durante a
primeira infancia e pode apresentar mais sintomas, além da constipacdo, como vomitos e
irritabilidade (MORRIS et al., 1988a). Entretanto, a dosagem de calcio ndo é feita na rotina, de
modo que os pacientes podem manifestar mas o diagnostico pode ndo ser realizado. No nosso grupo

de estudo a hipercalcemia foi relatada em apenas um paciente.
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O perfil cognitivo da SWB (WSCP-Williams Syndrome Cognitive Profile) inclui o
comprometimento da capacidade visuoespacial, a deficiéncia intelectual, sociabilidade excessiva,
acompanhada por ansiedade, déficit de atencdo, hiperatividade e hiperacusia (BELLUGI et al.,
1999). Na nossa amostra foi observado as a seguintes caracteristicas do WSCP: hiperatividade
(22/27), a loquacidade (19/27), a sociabilidade excessiva (18/27) e deficiéncia intelectual (24/27).
Essas caracteristicas presentes na casuistica diferem dos dados de casos de FISH (-), onde as
caracteristicas do WSCP apresentaram frequéncias menores.

Consideramos aqui que a casuistica deste trabalho foi avaliada clinicamente ja conhecendo
o0 resultado de FISH (-) o que direcionou a uma investigacdo mais criteriosa dos sinais clinicos
presentes nos pacientes, o que pode justificar a diferenca na frequéncia dos sinais encontradas neste
estudo. O que mostra ser (til a realizacdo de revisdo dos sinais clinicos nos casos portadores de
SWB com FISH (-).

A analise molecular nesta casuistica a técnica de MLPA ndo detectou nenhuma perda ou
ganho de DNA na regido critica da SWB. Essa técnica possui como vantagens a facilidade e rapidez
na deteccdo de delegdes, delecdes atipicas e duplicacGes presentes no genoma. Esta técnica foi
escolhida para a realizacdo desse estudo, ja ha estudos que demonstram que a MLPA é util na
deteccdo de delecbes classicas da SWB, e também estudos realizados na ultima década que
conseguiram esclarecer o diagnéstico de pacientes com dele¢es atipicas utilizando a MLPA.

Assim, a técnica pode nao ter detectado nenhuma perda ou ganho de DNA, porque as
alteracBes estavam presentes em regides que ndo sdo cobertas pelas sondas presentes no kit
comercial P029-C1. Tal fato ja foi relatado no estudo realizado por Delgado et al. (2013), onde a
MLPA nédo conseguiu detectar a delecdo atipica do paciente pois o kit comercial ndo possuia sondas

para a regido localizado nos pontos mais distais.
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Van Hagen et al. (2007) realizaram um estudo onde para 10 pacientes tanto FISH quanto
MLPA apresentaram resultados negativos para SWB. Nesses 10 casos eles utilizaram
posteriormente o escore AAP (2001), e descreveram que todos os 10 pacientes possuiam escore
<3, 0 que os classificam como improvaveis SWB.

O estudo sugere o uso de outras técnicas, como o aCGH, que como ja observado foi
frequentemente utilizado na literatura e possuiu uma assertividade maior na literatura dos casos
atipicos. Relatérios anteriores ja mostram que a abordagem do array-CGH pode identificar as CNVs
patogénicas na WBS, demostrando a identificacdo precisa dos genes deletados, que causam tanto
os fenotipos tipicos quanto os atipicos (ANTONELL et al., 2010; DAI; BELLUGI; CHEN, 2010;
EDELMANN et al., 2007; EUTENEUER et al., 2014a; FUSCO et al., 2014; HU et al., 2017; LI
et al., 2016; PORTER et al., 2012; STREATA et al., 2016; XIA et al., 2019). Portanto, esses
achados indicam que o array-CGH é um suplemento importante para o exame clinico para um
diagnostico preciso da SWB (HUSSEIN et al., 2016).

Sugerimos com este trabalho o uso da técnicas o array-CGH. para 0s pacientes que
possuirem diagnostico clinico da SWB e diagndstico laboratorial de FISH (-), deste modo, ndo
recomendamos o uso da técnica de MLPA como alternativa para se realizar o diagnostico genético,
pois essa técnica possivelmente também tera resultado negativo para SWB.
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8.ANEXQOS

8.1. Anexo I. Ficha de Anamnese.

FICHA DE ANAMNESE GENETICO-CLINICA

Sindrome de Williams-Beuren

DATA DE HOJE: /

/

1. IDENTIFICACAO:

Nome:

67

B 05 0 @
Servico dh

Aconselhamento
Genético

Idade: Nasc.:

RG-HC:

Local de nasc.:

SAG:

Mae:

Idade: Profissdo:

Pai:

Escolaridade:

Idade: Profisséo:

Separados: ( )SIM ( )NAO

Escolaridade:

Endereco:

Bairro: CEP:

Cidade: Estado:

Telefone(s): () Res. () Cel.
Telefone para recado: () Com:

ENCAMINHAMENTO:

Meédico:




Instituigdo: Especialidade:

Profissional (ndo médico): Especialidade:

2. ANTECEDENTES GESTACIONAIS:

Pré-natal: ( )SIM (' )NAO - Inicio: meses Duracédo da gravidez:
Inicio dos movimentos fetais: meses Intensidade:
Ganho de peso com a gravidez: kg PA:

( )Hemorragia - Periodo:

( )Febre - Periodo:

( )Contagio  ( )Edema  ( )Convulsbes  ( )Polidramnio

Enfermidades agudas/cronicas:

(' )Oligodramnio

Fatoresfisicos/quimicos:

Obs.:

3. PARTO:

( )Hospitalar ( ) Domiciliar ( )Outro — Especificar:

( )Normal ( )Cesariana

Obs.:

4. CONDICOES DO RN

Peso: g (%) Comprimento: cm (%) PC: cm (%)
PT: cm (%) APGAR / / Chorou: ( )SIM ( )NAO
Cianose: Sucgéo: Tonus:

( )lctericia: ( )Fototerapia ( )Exsanguineotransfusdo

68



69

Permanéncia na maternidade: dias Febre: Convulsbes

Obs.:

5. EVOLUCAO PEDIATRICA

Firmou cabeca: Sorriso social: Sentou: COM apoio e SEM
apoio Andou: 1% Palavras: Frases:
Fechou fontanela: Controle (esfinctariano): Urinario: Fecal:

Escolaridade:

Doencas préprias da Infancia:

Complicagdes:

Convulsdes (quantos episodios, tempo de duracdo, descricao):

Obs.:

6. ANTECEDENTES FAMILIAIS

Deficiéncia mental: () SIM ()NAO - Qual:

Casos semelhantes na familia: () SIM ()NAO - Parentesco:

Caso de malformacéo na familia: () SIM ( )NAO - Qual:

Parentesco:

Casos de alguma outra doenca na familia: () SIM (' )NAO - Qual:

Parentesco:

Consanginidade entre os pais? ( )Tipo:

O casal deseja mais filhos? ( )SIM ( )NAO
Método contraceptivo utilizado: () Anticoncepcional: () Oral () Injetavel - Qual:

() Dispositivo intrauterino () Preservativos () Laqueadura () Vasectomia
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HEREDOGRAMA

EXAME FISICO

1. BIOMETRIA
Peso: g (%) Estatura: cm (%) Seg.inf.: _ cm Seg.Sup. ___cm
Envergadura: _~ cmPT: __ cm(%)PC: _ cm (%) DIl: _ mm (%)
DIE: __ _mm( %) DIP:0,7+(0,59xDIl)+ (0,41 xDIE)=_____ mm( %)
Fontanelas: Anterior: __ cmPosterior: __ cm AP: cmBP: _ cm
IC: BP x 100 = cm

AP

CARACTERISTICAS DA SWB

Idade ao 1° Atendimento

Motivo da Consulta

EVOLUCAO:

Atraso DNPM / DM

Hipotonia

Sociabilidade Excessiva

Hiperatividade

Loquacidade

Voz grave

Deficiéncia de crescimento




Dificuldade Alimentar

VOmitos

Constipacéo Intestinal

Hérnia inguinal e/ou umbilical

Problemas cardiacos especificarem

Problemas respiratorios especificarem

Otites de Repeticao

Problemas renais

Hipertensao arterial

CARACTERISTICAS FISICAS

Microcefalia

Fronte Alargada

Orelhas grandes em abano

Edema periorbital

Estrabismo

Iris estrelada

Ponte nasal baixa

Filtro nasal longo

Boca de carpa

Labio inferior grosso
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Anomalias dentérias especificarem

Bochechas proeminentes

Micrognatismo

Clinodactilia de 5° digito

Halux valgo

Hipoplasia unguial

Hipercalcemia

Exames Solicitados e Resultados de Exames:

Atendido por:
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GRAFICOS DE PARAMETROS FiSICOS

CRESCIMENTO
AGE [years] AGE [years]
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 [ 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
200 B + . 200 L L
190 r = 1909 sth |
1
180 ; 160 soth
| ©5th 250
170 | L250 [ A0 o
0th 7 250
160 . - i [ 1 /
! Sth /
150 4— L 150 /
et 25D /
L1
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Ewo / 130
3 £
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80
70 1 70 + - '
— 70
60 60 — =1
60
50 50 50
40 40 40
30 30 30 30
6 3 6 9 12 15 18 21 24 0 3 6 9 12 15 18 21 24
AGE [months) AGE [months)

Legenda: Estatura na sindrome de Williams-Beuren, em ambos 0s sexos, do nascimento aos 20 anos, com
parada com a normalidade. Linhas tracejadas (- - - -): crescimento padrdo; Linhas  sdlidas (-----):
pacientes afetados. Referéncia: American Academy of Pediatrics. Health Care Supervision for Children with
Williams Syndrome. PEDIATRICS, v.107, n.5, p.1192-1204, 2001.
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PESO
MENINAS MENINQOS
100 " A 2 N Al 100 I
& [ o5 sth |
90 ——te 90 -
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Legenda: Peso na sindrome de Williams-Beuren, em ambos os sexos, do nascimento aos 20 anos, comparada
com a normalidade. Linhas tracejadas (- - - -): peso padrdo; Linhas  solidas (-----): pacientes afetados.
Referéncia: American Academy of Pediatrics. Health Care Supervision for Children with Williams
Syndrome. PEDIATRICS, v.107, n.5, p.1192-1204, 2001.
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PERIMETRO CEFALICO

MENINAS AGE [years] MENINQOS AGE [years)
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AGE [months] AGE [months]

Legenda: Perimetro cefalico (PC) na sindrome de Williams-Beuren, em ambos 0s sexos, do nascimento aos
20 anos, comparada com a normalidade. Linhas tracejadas (- - - -): perimetro cefalico padrdo; Linhas sélidas
(-----): pacientes afetados. Referéncia: American Academy of Pediatrics. Health Care Supervision for
Children with Williams Syndrome. PEDIATRICS, v.107, n.5, p.1192-1204, 2001.
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DADOS DA EMENDA

Trube da Pesquisa: Triagem de alteragles gendicas em Individuos com diagnistico dinlco de Sindrome
de Willams-Beuren e com exame de FISH -]

Pazquizador: Danlo Moret Femeira

Araa Tematlca: Genelca Humana:
[Trata-se 02 pesquisa envolvendo Genstica Humana que ndo necessita de analiss
&fica por parte da COMER;);

Versdo: 2

CAAE: 56674415.0.0000.5411

Inatitulgio Proponents: Departamenio de Ganstica
Patrocinagdor Principal: Finandamento Proprio

DADOS DO PARECER

Humaro do Parecar: 23700344

Apresantagio oo Projeto:

A delegio hemizigotica e aproximadaments 1,5M0 3 1,5M0 da regiio do cromossomao 7 (7911.23) acameta
&M uma doenga de parfil gendtica ram

& mumtissitemico. Faces tipleas, doengas candlacas congeniias, aleragdes do tecido conjuntivo combinados
com defich de aprendzado &

crescimento, personalidade e perfll cognitivo caracteristicos representam o conjunio de sinals clinkcos que
caracierizam a sindrome e WilllamsSeuren

(SWE). A etiologla genética compresndem uma ragldo e genes de copla (nica, com Cenca e 28 genes,
ligadas a duas regibes repetitivas

[LCR — Low Copy Repeats). O diagnaésticn ciinico, dado peda téenica da Nbmdizagio In situ por fluorscansda
{FISH), pode nda detectar o principal

gene envolvido na sindrome [ELN), entretanto outras possibllidades podem falhar a detecglo: a delegdo
pode ndo englobar o ELM; ou 3 delegdn

pode ter ocomdo em genss adjacentes 3 ELN na regido Tg11.23; ou 3s caracteristicas semelhante 3 SWE
podem se manifestar por Infiudncla ambiental, ou pode apresentar uma mutagio de ponto em oulnos genses
da regldo critica da SWE, ou o Individuo pods possulr ouira sindrome, ou mesmo pode ter sldo
diagnosticado erronsameante. Em vista disso, esse tranalho pretends reallzar um

Chacars Bubignolll , sn

[Ealmo:  Rubiio Jumior CEF 12618370
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diagndstico laboratorial cosmets de paclentes com diagndstico clinlco de SWE & exame de FISH (-} atraves
de hieranuizagdo de testes molecwiares excludentes com malor rendimento, partindo

de wm diagnastico diferenclal para sindrome de Allagie por FISH, sequido pela téonica de amplfcagio oa
muRipias sondas dependentes de ligagio

(MLPA], hibridizagdo gendmica comparativa em microarman|os (aCGH) e, por fim, reallzanda um
sequenclamente de nova geragdo (SNG) de exomas de cinco genes llgados ao comportamento.

Serdo Inciuikdos 20 Individuts que possuem registn junio 30 Senvigo de Aconselamento Cenelies [SAG)
do Departamento de Genetiza do Instituto de Bleclénclas (IBB) da UNESP de Botucatu-5P. Culturas
temporaria de linfacitos serdo realizadas com

linfaciios do sangue pedférico para obiengdo de cromoss0mos metafasicos. Com ks50 3 1éenica da FISH
[HibridizagSo In situ por uorescencla) sera realizada utilizando Uma 50nda para delegio do gene JAGT na
Sindrome de Allaglie [AGS) para reglio 20p12. Para cada Indlvidu, 20 metafases serio anallsadas & fato
documeniadas am um microssipln de fluorescanda ([OLYMPUS BXE1). As anallses sardo efefuadas pela
PrESENEA DU AWsencia da hibridizagdo, dada pela emissdo ou ndo da flworescencla A obtengdo do DHA
gendmico, que Bera utlizado nas demals ticnicas, s2ra obilda a parir do sangue total. Apds a exiragio, as
amoetras de DMA sarSo quantifcadas em espectrofodtmatro (ManoDnop S000 - Thermo Fisher Soaniic) &
52730 armazenadas em freezer (-20°C) para usos Tuluros. A bécnica de MLPA (ampliicagdo de maltiplas
sondas dependentes de Iigagdo), que permie detectar o numero de coplas das seguencias dos olto genes
&M uma unica reagdo. A técnica de a0GH (hibddizagdo gendmicacomparativa em micfoaman|os) conslsis
na comparagdo de dols genomas, amostra e referéncla (1:1), pela técnica de hibridizagdo, com um
resolugdo de 5 @ 10 M. Essa técnica verifica alteragdes no nimero de coplas (CHV) e cada cromos50ma
&M wma nica reagdo. Um painel cusiomizado com exomas de cinco genas (LIMK1, GTF2I, GTF2IRD1,
CLIPZ, FZD9) envolvitdos com o comportamento sera desenhado e a reagdo de sequenclamento sera
realizada utllizando-se 3 plataforma MiSeq (llumina®] a partir g2 uma estrategla de sequenclamento par
sintese.Para cada exame proposio, 52 05 mesmos forem posiivos, wm aconselhamento genético sera
elaborado pelo responsavel do SAG -G8 a im de Informar os pacientes e seus famillares sobre 3 natweza,
heranga & Implicagies genéticas com Intulto de auxlla-os a respelto dos cuidados madicos @ Nscos para
geraches futuras.

Objetivo da Pasquisa:
Fomeser diagnastico clinked de 20 pacientes com suspela clinlca da sindrome de Willams-Bauran

Endersgoc  Chacar Butignoll , 50
Ealmo:  Rubiso Junior CEP: 12518570

UF: 7 Munieiplo:  BOTUCATU

Teledone:  (14)3580H605 E-mall: Capeiupfm unes by

Fghoak 3 . 08

77



Pele, ey arg e
F

@c‘? UMESP -FACULDADE DE —-
T MEDICINA DE BOTUCATU W
Connacio do Parscer 2500 34

(SWB) com sinals clinicos confirmados por escore clinlco APP ndo apresentaram a delegdo da regido
7911.23 na anallse cltogendtica - exame de FISH [Hibridizagdo In sltu por luorescénda) negativo.
Awallagdo dos Riscos & Beneficlos:

Diescrito no projeto & nos nmos apresentasos.

Rlscos:

A coleta de sangue pode causar algum desconforto flslco & existe uma chance de ocomer uma mancha roxa
{hematoma) na regldo da coleta que

desaparecera bem rapidamente.

Eeneficios:

Para cada exame proposto, 5& 05 mesmaos forem positivos, m aconselnamentn genetico sera elaborada
pelo responsavel g0 Servigo de

Aconselhamenio Genelico (SAG) do Depanamento de Genética do Insituio de Blocl&nclas (IEB) a fim de
Infarmar os pacienies @ seus fTamilares

solbre a natureza, heranga e Implicagbes geneticas com Intulte de auxilla-los a respelio dos culdados
medizos & riscos para geragles futuras

Comentaries @ Conslderagies sobre a Pesqulsa:

Cronograma 8o estuto adeguado, com icio previsto para 2015.

Pesquisa seguinde 0 criténos da etica em pesquisa.

Conglderagtes sobre 08 Termos de apresentasgdo obrigatoria:

Apresentados Termos de consentimento para o participante ou responsavel e termo de assentimenta -
linguagem clara & com preceios eicos seguitos.

Inciud os Mscos e beneficlos, o material a ser coletado, e sodlclta aulorizagde para armazenamento do
mesmo, em banco proprio do SAG.

Temos de autonzagdo para o estudo apresentados adequadameniz.

Recomendagies:

Aprovacdo, 5em necessidade de envio a CONEP.

Conclusdes ou Pendénclas & Lista de Inadequagies:

Nao ha

Conglderagies Finals a critérie do CEP:

O CEP em reunldo ordinaria de 06/11/2017, APROVA os documentos abalxo enviados na foma de
"EMENDA", s2m necessldade de envio a CONEP.
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TCGLE f Temmos de | Terma_de_Assentimenta_201 7.pdf 512017 |Danlio Moredl Ao
Assentimento 2c58:02 |Femeka
Justficativa de
Awssncls
TCLE fTemnos de | TCLE_responsavels_2017.pdt 0SM02017 |Danllo Moresl Acaio
Assentimento 205851 |Femela
Justiicatlva de
| AusSnc
TCLE fTernos de | TCLE_malores_de_1E_anos 2017.pdl | DSANIDIT |Danlio Maresl Acln
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Justificativa de
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8.3. Anexo Ill. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para menores de 18 anos.

) ,-s.\o‘
Servico de
Aconselhamento

Genético
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Gostariamos de saber se vocé, que apresenta um (a) filho (a) com resultado de FISH (-) para a
Sindrome de Williams-Beuren (SWB), permite a participacdo do (a) mesmo (a) no projeto de
pesquisa intitulado “Triagem de alteracfes genéticas em individuos com diagnostico clinico
de Sindrome de Williams- Beuren e com exame de FISH (-) ” que serd conduzido pelo Prof.
Dr. Danilo Moretti-Ferreira do Servico de Aconselhamento Genético (SAG) — IBB.

Gostariamos que vocés soubessem que:
o Participar deste projeto € uma opc¢éo pessoal, podendo participar ou nao;

e Caso vocés decidirem ndo participar ou desistirem de participar a qualquer momento seu filho
(a) ndo perderdo nenhum beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta instituicéo;

e A qualquer momento vocés terdo a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo projeto,
esclarecimentos de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia do trabalho;

e \Vocé recebera uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);

e O presente trabalho tem por objetivo fornecer um diagndstico clinico fidedigno aos pacientes
gue apresentam sinais clinicos compativeis com a SWB mas ndo apresentam delecédo do gene da
elastina, conforme analise-citogenética padrdo ouro (FISH). Este projeto de pesquisa pretende
buscar um diagndstico através da hierarquizacao de testes laboratoriais excludentes.

e Caso vocés autorizem a participacdo do (a) seu filho (a) gostariamos de informar-lhes que:

a) Serdo coletados 5ml de sangue do (a) paciente, nos quais sera utilizado nos seguintes
exames: técnica de hibridizacédo in situ por fluorescéncia (FISH), técnica de amplificagdo
de multiplas sondas dependentes de ligacdo (MLPA), hibridizacdo genémica comparativa
em microarranjos (aCGH) e sequenciamento de nova geragdo (SNG).

b) A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe uma chance de ocorrer
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uma mancha roxa (hematoma) na regido da coleta que desaparecera bem rapidamente.

¢) O material biolégico (DNA) do (a) paciente que ndo for utilizado serd armazenado em
nossos bancos de estoque e podera ser usado em futuras pesquisas de genes, relacionados
com a Sindrome de Williams-Beuren, diante de novo TCLE, desde que seja autorizado por
VOCES.

d) Vocés estardo colaborando para aumentar 0s nossos conhecimentos sobre 0s casos de
diagnostico clinico para a Sindrome de Williams-Beuren com FISH (-).

e) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua

familia.
f) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

g) Assim que existam resultados, laudos de aconselhamento genético serdo emitidos e
explicados detalhadamente a vocé pelo responsavel do SAG, Prof. Dr. Danilo Moretti-
Ferreira.

h) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os
profissionais da saude que tenham interesse nesta area inclusive com fotos descritivas do
(a) paciente.

i) Sempre que ocorrerem publicacdes cientificas a sua identidade e do (a) seu filho (a) sera
mantida em absoluto sigilo.

j) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo
sendo permitido, em nenhuma hipotese, o acesso dos dados por terceiros. Todo material é

codificado tendo, cada participante, recebido um nimero de registro no SAG.

Todos os resultados de exames de FISH, MLPA, aCGH e SNG estardo disponiveis no prontuario
do (a) paciente, seu filho (a), no SAG de Botucatu.
Eu, Portador do R.G. NO_

a)

Autorizo a participagdo do seu filho (a) no projeto de pesquisa “Triagem de alteracdes
genéticas em individuos com diagnostico clinico de Sindrome de Williams-Beuren e com
exame de FISH (-) . Declaro haver recebido as devidas explicagdes sobre o referido projeto,

estar ciente sobre 0s itens acima mencionados e a participagdo é voluntario por opcao propria.
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71 Autorizo a manutencdo do DNA de meu filho (a) no Banco de DNA do SAG.

7] Né&o autorizo a manutenc¢do do DNA de meu filho (a) no Banco de DNA do SAG.

Assinatura do responsavel
Data: / /

Nome do paciente:

Endereco:
Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira
Fone: (14) 3880-0376 / 9754-5963

Endereco: Rubido Junior S/N — UNESP — Campus de Botucatu - Depto. de Genética — Servico de
Aconselhamento Genético
Botucatu/SP — CEP: 18618 000 sag@ibb.unesp.br

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone (14) 3880-1608/3880-1609 ou pelo endereco Chacara Butignoli s/n, Rubido Junior
- Botucatu - Séo Paulo CEP: 18618-970 (Proximo a FAMESP). Horéario de funcionamento das
08:00 as 11:30/ 13:30 as 17:00.


mailto:sag@ibb.unesp.br
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8.4. Anexo IV. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para maiores de 18 anos.

9 )&«‘
Servico de
Aconselhamento

Genético

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARESCIDO -
TCLE

Gostariamos de convidar o (a) Sr (a), que apresenta resultado de FISH (-) para a Sindrome de
Williams- Beuren (SWB), para participar do projeto de pesquisa intitulado “Triagem de
alteracdes genéticas em individuos com diagndstico clinico de Sindrome de Williams-
Beuren e com exame de FISH (-) ”, que sera conduzido pelo Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira
do Servigo de Aconselhamento Genético (SAG) — IBB.

Gostariamos que o (a) Sr. (a) soubesse que:
o Participar deste projeto € uma opcéo pessoal, podendo participar ou nao;
e Caso 0 (a) Sr (a) decida nao participar ou desistir de participar a qualquer momento, vocé nao
perdera nenhum beneficio ou tratamento que estiver fazendo nesta instituicao;
e A qualguer momento o (a) Sr (a) tera a liberdade de buscar junto aos responsaveis pelo
projeto, esclarecimentos de qualquer natureza, inclusive os relativos a metodologia do trabalho;
e O (a) Sr(a) recebera uma cdpia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE);
sendo que a 2 vias ficara em arquivo pelos pesquisadores por 5 anos apds o termino da pesquisa.
e O presente trabalho tem por objetivo fornecer um diagndstico clinico fidedigno aos pacientes
que apresentam sinais clinicos compativeis com a SWB mas ndo apresentam delecdo do gene da
elastina, conforme analise-citogenética padrdo ouro (FISH). Este projeto de pesquisa pretende
buscar um diagndstico através da hierarquizacao de testes laboratoriais excludentes.
e Caso 0 (a) Sr(a) aceite participar, gostariamos de informar-Ihe que:
a) Serdo coletados 5ml de sangue, nos quais sera utilizado nos seguintes exames: técnica
de hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), técnica de amplificacdo de multiplas
sondas dependentes de ligacdo (MLPA), hibridizagdo genémica comparativa em
microarranjos (aCGH) e sequenciamento de nova geracdo (SNG).

b) A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe uma chance de ocorrer
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uma mancha roxa (hematoma) na regido da coleta que desaparecera bem rapidamente.

¢) O material biolégico (DNA) que nao for utilizado serd armazenado em nossos bancos
de estoque e poderéa ser usado em futuras pesquisas de genes, relacionados com a Sindrome
de Williams- Beuren, diante de novo TCLE, desde que seja autorizado por vocé.

d) O (a) Sr (a) estara colaborando para aumentar 0s nossos conhecimentos sobre 0s casos

de diagndstico clinico para a Sindrome de Williams-Beuren com FISH (-).

e) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para o (a) Sr (a) ou sua
familia.

f) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

g) Assim que existam resultados, laudos de aconselhamento genético serdo emitidos e
explicados detalhadamente ao (&) Sr (a) pelo responsavel do SAG, Prof. Dr. Danilo
Moretti-Ferreira.

h) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os
profissionais da saude que tenham interesse nesta area inclusive com fotos descritivas do
(a) paciente.

i) Sempre que ocorrerem publicagdes cientificas a sua identidade sera mantida em absoluto
sigilo.

j) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo
sendo permitido, em nenhuma hipotese, o acesso dos dados por terceiros. Todo material é
codificado tendo, cada participante, recebido um numero de registro no SAG.

k) Todos os resultados de exames de FISH, MLPA, aCGH e SNG estardo disponiveis no

seu prontudrio no SAG de Botucatu.

portador do R.G. NO_
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Autorizo participar no projeto de pesquisa “Triagem de alteracGes genéticas em individuos
com diagnostico clinico de Sindrome de Williams-Beuren e com exame de FISH (-) .
Declaro haver recebido as devidas explicacfes sobre o referido projeto, estar ciente sobre os

itens acima mencionados e a participacao € voluntario por opgéo propria.

71 Autorizo a manutengdo do meu DNA no Banco de DNA do SAG.
71 Nao autorizo a manutencdo do meu DNA no Banco de DNA do SAG.

Assinatura
Data: / /
Nome:
Endereco:

Responsavel pela Pesquisa:

Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira

Fone: (14) 3880-0376 / 9754-5963

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

Botucatu/SP — CEP: 18618-000 sag@ibb.unesp.br

Qualquer duvida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone (14) 3880-1608/3880-1609 ou pelo endereco Chacara Butignoli s/n, Rubido Janior
- Botucatu - Séo Paulo CEP: 18618-970 (Proximo a FAMESP). Horéario de funcionamento das
08:00 as 11:30/ 13:30 as 17:00.


mailto:sag@ibb.unesp.br
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8.5. Anexo V. Termo de Assentimento para maiores de 12 anos.

OPn.Sn, 0 @
Servico de

Aconselhamento
Geneético

TERMO DE ASSENTIMENTO

Projeto de Pesquisa: Triagem de alteracGes genéticas em individuos com diagndstico clinico

de Sindrome de Williams-Beuren e com exame de FISH ().

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira.

Por vocé ter mais de 11 anos, voceé ja tem capacidade de entender e autorizar algumas coisas.
NoOs somos do Servico de Aconselhamento Genético (SAG) do Instituto de Biociéncias de
Botucatu (IBB- Unesp) e estamos realizando uma pesquisa que propde fornecer diagndstico
clinico aos pacientes que apresentam sinais clinicos compativeis com a Sindrome de William-

Beuren (SWB) mas que apresentam o exame de FISH negativo.

Vocé possui caracteristicas compativeis com essa sindrome (SWB), mas no exame
genético, realizado aqui no nosso Servico de Aconselhamento Genético (SAG), vocé ndo foi

diagnosticado (a) como portador (a) da delecdo do gene da elastina.

NOs iremos aplicar alguns testes laboratoriais que irdo nos ajudar a caracterizar o seu
gendtipo comportamental e cognitivo. Para isso, vamos estudar moléculas DNA gue sdo obtidas
a partir do sangue. Por esse motivo, nds iremos coletar 5 ml do seu sangue (equivalente a duas
colheres de sopa) para que assim possamos obter o seu DNA. Esse material coletado podera ser
utilizado em outro projeto, portanto, quando nos formos utilizar novamente esse material vocé
ird receber um comunicado e recebera outro Termo de Assentimento para que possa autorizar a
utilizacdo novamente desse material.

NO6s ndo falaremos para outras pessoas gque VOCE estd nesta pesquisa e também ndo
compartilharemos informagdes sobre vocé para qualquer um que ndo trabalhe na pesquisa.

Porém, quando nés tivermos um resultado nds poderemos contar sobre essa pesquisa a outros
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cientistas e pesquisadores. Faremos isso escrevendo, compartilhando relatorios e indo a
conferéncias e reunides com pessoas que estdo interessadas neste trabalho que estamos fazendo,
porém sempre mantendo o absoluto sigilo sobre vocé.

Seus pais ja concordaram com a sua participacdo nesta pesquisa. Mas agora queremos
saber se vocé aceita participar e nos ajudar para que possamos estudar e obter mais conhecimento
sobre suas caracteristicas comportamentais e cognitivas compativeis com a SWB.

Os seus pais, a0 permitirem a pesquisa, assinaram um documento chamado de Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Queremos que vocé leia este documento também,
e tendo qualquer davida, questdo, ou ndo tenha entendido alguma coisa nos dois documentos,
pergunte tudo o que queira saber para nos.

Somente depois de ler os dois documentos e tirar todas suas davidas vocé pode assinar ou

nao esse Termo de Assentimento.

Eu, entendi que a pesquisa é sobre minhas caracteristicas comportamentais e cognitivas
compativeis com a sindrome de Williams-Beuren e que deverei doar meu sangue para realizar
alguns testes laboratoriais nessa pesquisa. Entendi também que ndo gastarei ou pagarei qualquer
coisa por participar desta pesquisa e que concordo, por vontade prépria, em participar.

[ Sim, desejo receber toda e qualquer informacédo genética decorrente deste projeto.

11 Nao desejo receber nenhuma informacdo genética decorrente deste projeto.

Armazenamento:
0 Autorizo a manutencdo do DNA de meu filho (a) no Banco de DNA do SAG.

1 Nao autorizo a manutencdo do DNA de meu filho (a) no Banco de DNA do SAG.

Assinatura do adolescente Assinatura do pai (mde) ou

responsavel

Data: /[
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Responsavel pela Pesquisa:
Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira

Fone: (14) 3880-0376 / 9754-5963

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

Botucatu/SP — CEP: 18618-000 sag@ibb.unesp.br

Qualquer davida adicional vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa,
através do fone (14) 3880-1608/3880-1609 ou pelo endereco Chacara Butignoli s/n, Rubiéo
Junior - Botucatu - S&o Paulo CEP: 18618-970 (Préximo a FAMESP). Horario de
funcionamento das 08:00 as 11:30/ 13:30 as 17:00.


mailto:sag@ibb.unesp.br
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CARACTERISTICAS DA SWB

Idade ao 1° Atendimento

Motivo da Consulta

EVOLUCAO:

Atraso DNPM / DM

Hipotonia

Sociabilidade Excessiva

Hiperatividade

Loquacidade

Voz grave

Deficiéncia de crescimento

Dificuldade Alimentar

\Vomitos

Constipacdo Intestinal

Hérnia inguinal e/ou umbilical

Problemas cardiacos especificarem

Problemas respiratérios especificarem

Otites de Repeticao

Problemas renais

Hipertenséo arterial
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CARACTERISTICAS FISICAS

Microcefalia

Fronte Alargada

Orelhas grandes em abano

Edema periorbital

Estrabismo

Iris estrelada

Ponte nasal baixa

Filtro nasal longo

Boca de carpa

Labio inferior grosso

Anomalias dentarias especificarem

Bochechas proeminentes

Micrognatismo

Clinodactilia de 5° digito

Halux valgo

Hipoplasia ungueal

Hipercalcemia
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8.7. Anexo VII. Tabela das Sondas do Kit SALSA MLPA P029-C1 WBS probemix, lote C1 0517.

Chromosomal position

Length SALSA MLPA probe
(nt) Reference ELN 7911.23
64-70-76- Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
82
88-92-96
D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete
denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chromosome
132 5031
Reference probe 00797-L21698
142 HSPB1 probe 09538-L09961 Exon 1
148 HSPB1 probe 09540-L09963 Exon 3
154 Reference probe 14924-1.16657 6022
160 ELN probe 17573-L21523 Exon 4
166 * Reference probe 10904-L11573 9934
178 POR probe 13768-L.21866 Exon 11
183 ¥ « STX1A probe 20987-L21869 Exon 3
192 ELN probe 17575-L21525 Exon 16
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197

208

214

227 ¥

234

240 ¥ «

247

254 *

261

274 «

281 «

287

293

308

315 *

323

330

337

Reference probe 05525-1.04953 20913

HSPB1 probe 09539-L09962 Exon 2

LIMK1 probe 17576-L21868 Exon 13

LIMK1 probe 08235-L29891 Exon 9

TBL2 probe 17578-L21872 Exon 2

FZD9 probe 21191-L29979 Exon 1

CLIP2 probe 17580-L21530 Exon 10

Reference probe 05223-L.26271 2032

ELN probe 17579-1.21529 Exon 9

STX1A probe 17582-L.21880 Exon 7

LIMK1 probe 17584-L.21534 Exon 2

Reference probe 03926-1.20793 15¢21

ELN probe 17583-1.21881 Exon 26

ELN probe 16350-L.21883 Exon 27

Reference probe 20425-L.27907 18911

ELN probe 17585-1.21884 Exon 3

RFC2 probe 17586-L.21885 Exon 10

ELN probe 01334-1.21886 Exon 6
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346 «

355

364

373

382 «

390 «

398

407

418

427

ELN probe 01335-L.00879

POR probe 12692-1L.13770

Reference probe 06489-L06015

ELN probe 01336-L21887

TBL2 probe 17587-L21537

LIMK1 probe 01337-L21889

CLIP2 probe 17588-L.21888

RFC2 probe 17589-1.21890

CLIP2 probe 01339-L00885

Reference probe 07817-L07547

Exon 33

Exon 12

1p13

Exon 20

Exon 7

Exon 4

Exon 4

Exon 3

Exon 14

3p22
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8.8. Anexo VIII. Fotos do grupo de estudo.

7969

7992 8028 8074

8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410
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8.9. Anexo IX. Perfil Clinico do grupo de estudo.
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Casos
6928 7647 7708 7734 7894 7958 7959 7969 7992 8028 8029 8030 8042 8066 8070
Caracteristicas
Gerais
Sexo Masc. Mas Mas Fem. Masc. Fem. Masc. Masc. Masc. Fem. Fem. Masc. Fem. Masc. Fem.
C. C.
Idade 40s - - 40s 9m 40s m 36s 9m 40s 9m 8m 40s - 39s
Gestacional (40s) (gémeos (40s) (40s  (35s)
(semanas) ) (30s) )
Peso RN 3350 3200 - 3300 3200 3000 - 2200 3450 3600 2600 1910 3300 - 2400
(percentil)
Comprimento 53 - 48 51 50 59 44 52 49 - 41 49 - 47
RN (percentil)
Idade a0 1° lano 11 11 14 anos 7 anos 35 25anos 5anos 9 anos 11 8 1 ano 10 7anos 8 anos
Atendimento anos anos anos anos  anos anos
Estatura 73 138 137 142 127 162 183 115 134 146 137 68 144 123 -
(percentil)
Peso (percentil) 9400 34kg 32 32 30,12 61,00 60 19,5 3055 39,7 28,6 - 35 22,55 -
g
P.C. (percentil) 47 525 52 - 52 52 54 - 51 53,5 51 41 54 495 -
Crescimento
Déficit de - + + + + + - + - - + + - + +

crescimento < p
5
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Casos

6928 7647 7708 7734 7894 7958 7959 7969 7992 8028 8029 8030 8042 8066 8070

Constipacéo - - NR NR - + + - + + - + + + -
cronica
Vomitos ou - - NR + - + + - + - - - - - +
refluxo gasto
encefalico
Comportamento
e
desenvolviment
0
Personalidade
amigavel
Atraso de fala,
excesso de fala

Deficiéncia + + + + + + + + NR + + + + + +
mental *

Craniofacial

1
+
1
Z
Py
+
+
+
+
1
+
+
+
+
+

1

1
Z
Py

1

+

1
+
+
+

1
+
+
+
+
+

1

Estreitamento  + + + + +
bitemporal

Epicanto ou + + + NR + + - + + + + + + + +
ponte nasal

achatada

Edema + NR + + + + + + + + + + + + -
periorbitario
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Casos
6928 7647 7708 7734 7958 7959 7969 7992 8028 8029 8030 8042 8066 8070
Nariz curtoou NR + NR NR + + - - + + - + -
narinas
antevertidas
Hipoplasia NR + + + + + - - + - + - -
malar
Filtro longo + NR + + + + + + + + - + -
Dentes + + +
pequenos,
espacados
Boca grande + + + + + + + - + - + + +
Queixo pequeno  + NR NR +  retrogna + macro + + + - + +
tismo gnatis
mo
/progn
atismo
Sobrancelhas NR + NR NR + - + - + NR + - -
largas
Estrabismo - - - - - - - - - - + + +
ris de padrdo - NR + + + + - + - + - + +
estrelado
Nariz bulboso + + + +
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Casos
6928 7647 7708 7734 7894 7958 7959 7969 7992 8029 8030 8042 8066 8070
Bochechas + NR + + + + - + + - + +
proeminentes
Labios espessos + + + + + + + + + + + +
Ma ocluséo + + + + + + + + + + + +
Lobulos da +
orelha
proeminentes
Cardiopatias
Estenose aortica NR - - - - - - - NR - -
supra valvular
Estenose artéria NR - - - - - - - NR - -
pulmonar
periférica
Outras
cardiopatias
Hipertensao NR NR - - - - - - - Ja NR NR
arterial referi
u
episo
dio
Sopro cardiaco - NR NR - -+ - + - - - NR NR
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Casos
6928 7647 7708 7734 7894 7958 7959 7969 7992 8028 8029 8030 8042 8066 8070

Outras - - NR + - - - - - - - - NR +
Tecido

conectivo

\/0z rouca - + + + + + + + - - + + + + +
Hérnia inguinal - + NR NR - - - - + - - Umbil - + -
e ou umbilical ical
Pescoco longo NR - NR NR - - - - - - - - - - -
ou ombro caido

Limitacdo NR + + + + + + + - - + - - + +
articular ou

frouxid&o

Célcio
Hipercalciuria
Hipercalcemia + NR - NR - - - - NR - NR NR -
Escore AAP 5 5 5 6 6 7 8 6 4 5 6 3 4 6 6
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Casos
8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508
Caracteristicas
Gerais
Sexo Mas Masc Masc. Masc. Masc. Masc. Masc. Masc Fem. Masc. Fem. Masc. Fem. Fem. Masc.
C. ) )
Idade 38s 8m 35s 40s 39s 9m - 36s  9m - - - - 40s -
Gestacional (35s) (40s) (40s)
(semanas)
Peso RN 3400 2215 2750 2750 2815 3100 3200 2300 3140 3400 - - - 2,85 -
(percentil)
Comprimento 49 30 46 53 48 49 48 46 - - - - - 45 -
RN (percentil)
Idade a0 1° 8 12 8 3 anos 12 14 anos 19.5m 10 10 - 6 8 38anos lanoe -
Atendimento anos anos meses ellm anos anos anos anos anos 8 meses
Estatura 122 144 p50- 95 148 152 179 144 1265 155 1045 ? 152 72 -
(percentil) 75
Peso (percentil) 23,8 396 P75 15,00 36,40 334 58 44 26,7 43 153 29,7 411 7,905 -
P.C. (percentil) 54,5 52 menos 46 53 53 52 46 48 53,5 45 50,5 50 445 -
2SD
Crescimento
Déficit de + + - - + + - + + + + + + + +

crescimento < p
5
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Casos

8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508

Caracteristicas

Gerais
Constipacéo - NR + + + + + + + + + + + - -
cronica
VOmitos ou + + + + - - - + - - + - - - -
refluxo gastro
encefalico
Comportamento
e
desenvolvimento
Personalidade + + + + + - * NR + + + + + - +
amigavel
Atraso de fala, + + + - + - + NR + + + + + - +
excesso de fala
Deficiéncia + + adequa + + + + + + + + + - + +
mental * do
com
dificul
dade
escolar
Craniofacial
Estreitamento  + + + + +

bitemporal
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Casos

8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508

Caracteristicas
Gerais
Epicanto ou - + - + + - - + + - - + + + +
ponte nasal
achatada
Edema + + + + + - + - + + - + + + -
periorbitario
Nariz curto ou + - + + - - - - + + + - - - +
narinas
antevertidas
Hipoplasia malar - - + - - - - - - + + . ) ) +

Filtro longo - + + + + + - + + + + + + + +

Dentes pequenos, +
espacados

Boca grande - + - + + + - NR + + + + + - +

Queixo pequeno - +  retrog + + + - - + + - + + retrogna +
natism tia
0
Sobrancelhas + - - - - - + - - + - - - - -
largas

Estrabismo - + + NR + - - - - - - - + + +
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Casos
8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508

Caracteristicas

Gerais

iris de padréo - + + NR + NR + NR + - - - pontin ? +
estrelado ho

Nariz bulboso  + + + +

Bochechas - + + + + + - - + + + + + + +
proeminentes
Labios espessos  + + - + + + - + + + + + + + +
Ma ocluséo - + - - + - - + - - - + + - +
Lébulos da

orelha

proeminentes

Cardiopatias
Estenose adrtica - - - - + - + - - - - -

supra valvular

Estenose artéria
pulmonar
periférica

Outras
cardiopatias
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Casos

8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508

Caracteristicas
Gerais

Hipertensao - - + - - - - - NR - + - - - -
arterial

Sopro cardiaco - - - - - + - - NR - - - - - +
Outras - - - - - - + - NR - + -+ - -

Tecido
conectivo

Voz rouca + + + - + + + - + + + + + - +

Hérnia inguinal - - -+ - - -1+ - + - - - -1+ - - -
ou umbilical

Pescogo longo ou - - - - - - - - - - - - - - +
ombro caido

Limitacéo + + + - - + - - - - - - - - +
articular ou

frouxidao
Calcio

Hipercalciuria

Hipercalcemia - - - - - - - - - NR NR - - - -
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Casos

8074 8093 8174 8224 8227 8330 8366 8391 8410 8437 8445 8475 8478 8491 8508

Caracteristicas
Gerais

Escore AAP 6 6 8 5 9 3 7 6 4 4 6 6 5 3 6




108

8.10. Anexo X. Tabela com as caracteristicas clinicas dos pacientes dos artigos com delecdes atipicas.

Artigo Paciente Sexo Idade Ta[r)neeiggg)oda Caracteristicas Clinicas Correlagdo Gendtipo-Fendtipo
Estreitamento bitemporal, edema periorbital,
labios espessos, boca grande, Iébulos
NW1 I1.3 F 22 anos 817kb proeminentes nas orelhas, atraso na fala
hipersociabilidade, EASV, hipertenséo e voz
grossa.
Testa larga, estreitamento bitemporal, edema
periorbital, filtro longo, labios espessos, boca
NW111.4 F 20 anos 817kb gtr?ans%e’ :]c;bulc;zlaproepgé?:;\tese nazn;r:cjlggz Comparag0es clinicas e moleculares de nossos pacientes com relagéo
hiversociabilida de;evoz rave ' aos individuos da SWB reforgam ainda mais que a delegdo de LIMK1
P ] g - sozinha ndo seria suficiente para causar o comprometimento das
Testa larga, estreitamento bitemporal, edema capacidades visuoespaciais e de construgio como proposto, e que a
periorbital, pregas epicanticas, ponte nasal gelecio de GTF21 e GTF2IRDL pode contribuir para algumas das
Antonell etal.,  Nwa1 111.4 * M 18 meses 817kb baixa, filtro longo, hipoplasia malar, bochechas caracteristicas craniofaciais, o déficit intelectual global e alguns
2009 proeminentes, Iobulos proeminentes nas aspectos do perfil cognitivo, como a cognicdo construtiva
orelhas, atraso na fala, EASV e voz grave. visuoespacial. Nossos dados confirmam que a hemizigose apenas
Dolicocefalia, testa larga, estreitamento para GTF2IRD1 ndo é suficiente para causar o déficit de construcéo
bitemporal, nariz curto arrebitado com ponta visuoespacial, mas pode contribuir para a personalidade
NW2 11.1 F 30 anos 610kb bulbosa, filtro longo, hipoplasia malar, hipersociavel.
bochechas proeminentes, I6bulos proeminentes
nas orelhas, hipersociabilidade e EPP.
Testa larga, estreitamento bitemporal, edema
periorbital, ponta nasal baixa, nariz curto
NW2I1*  NR 4 meses 610kb arrebitado com ponta bulbosa, filtro longo,

hipoplasia malar, bochechas proeminentes,
I6bulos proeminentes nas orelhas, queixo
pequeno (+/-), EASV e EPP.
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Artigo

Paciente

Sexo

Idade

Tamanho da
Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

Botta et al.,
1999

Dai et al., 2009

Delgado et al.,
2013

Paciente A

Paciente B

Paciente
5889

WBS269-
023A1

M

M

6 anos

2 anos

14 meses

5 meses

850kb

850kb

~1.4Mb

~1.3Mb

Edema periorbital, pregas epicanticas, iris
estrelada, hipoplasia malar, nariz curto com
narinas antevertidas, labios grossos e Uvula
bifida. EASV e valva pulmonar displasica.
Dificuldades de articulagdo leves, dificuldades
nas habilidades motoras perceptuais e visuais.
Hiperatividade com hiperestima. Ansiedade.

Sobrancelhas esparsas, edema periorbital,
hipertelorismo, uma ponte nasal plana, um nariz
curto com narinas antevertidas e uma boca
grande com labios grossos, hérnia inguinal
bilateral, EAP esquerda. Comportamento
amigavel, alegre e um pouco hiperativo. Leve
retardo mental.

Estreito bitemporal, iris estrelada, pregas
epicanticas, edema periorbitario, sobrancelha
medial, hipoplasia ~ malar, bochechas
proeminentes, nariz curto, ponta nasal bulbosa,
filtro longo, l&bios proeminentes, queixo
pequeno, anormalidades dentérias, ma oclusdo,
EASV, PPS, estenose da artéria renal,
hipertensdo, pescogo longo ou ombros
inclinados, tronco longo e hiperflexibilidade.

EPP, comunicagdo interventricular, face
mediana achatada, ponte nasal baixa, narinas
antevertidas, estreitamento bitemporal, edema
periorbital, filtro longo, labios grossos e
micrognatia discreta, perfil de desenvolvimento
levemente atrasado para sua idade cronoldgica
e atrasos principalmente no desenvolvimento
motor.

Os pacientes descritos exibem todo o espectro do fendtipo da SWB,
mas abrigam delecBes aproximadamente metade do tamanho das
delegdes tipicas observadas nos pacientes com SWB. Apenas dois
genes (STX1A e FzZD3) foram mapeados na regido nao deletada em
nossos pacientes. A haploinsuficiéncia para estes dois genes na
sindrome de SWB tem sido postulada como contribuindo para varios
aspectos do fen6tipo de SWB, particularmente os sintomas
neuroldgicos. Esses dois pacientes com delegBes que ndo incluem
esses genes, mas com um fenétipo classico incluindo retardo mental,
colocam questdes adicionais na compreenséo da correlagdo genaétipo-
fen6tipo em SWB. Nossa observacdo sugere que 0s genes
centroméricos conhecidos para 0 ELN podem estar envolvidos apenas
na hipercalcemia e ndo no restante do fenétipo da SWB. Estas
conclus6es implicariam genes entre o ELN e o marcador polimoérfico
D7S489A na maioria dos aspectos fenotipicos dos SWB.

Estes resultados permitem a concluséo de que a delecdo do gene para
GTF2IRD1 estd associada as caracteristicas faciais de SWB
observadas em 5889. O sujeito 5889 teve desempenho ruim em alguns
dos testes espaciais é similar aquele de SWB tipico, sugerindo que
GTF2IRD1 pode ser importante para aspectos especificos da
cognicéo visuoespacial, como a integragdo visual-motora. Sugerimos
que a dele¢do do GTF2IRD1 néo é suficiente para perturbar todo o
desempenho visual-espacial, mas é mais importante para os déficits
motores tipicos na construgdo visuoespacial, uma caracteristica
marcante da disfuncdo cognitiva do SWB. Neste relatorio, o
comportamento social do SWB atipico foi associado a delec&o atipica
preservando o GTF2I.

O fendtipo do paciente relatado aqui esta de acordo com Dai et al.
[2009], que descreveu um paciente portador de uma delecéo completa
do gene GTF2IRD1, mas preservando o gene GTF2l. E digno de nota
que essas manifestagdes clinicas ndo se encaixam completamente nos
dados relatados por outros autores que mostraram que pacientes com
SWB e pequenas delegdes preservando os genes GTF2IRD1 e GTF2I
tinham caracteristicas craniofaciais leves.
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Artigo Paciente Sexo Idade Ta[r;ﬁefigggoda Caracteristicas Clinicas Correlagdo Gendtipo-Fendtipo
Regido . .
centromérica Dados obtidos de uma crianca pequena com SWB que tem uma
da delecio Caracteristicas fisicas de WS, incluindo baixa delecdo menor e muitas caracteristicas fisicas de SWB, mas que néo
Doyle et al., 2 anos e 6 ¢ estatura, aparéncia facial tipica, estenose demonstra hipersociabilidade, fornecendo pistas intrigantes para uma
5889 F comum e - - . .
2004 meses inclui os adrtica  supra-valvar e pouco da base genética de social comportamento nesta sindrome. Estes dados
hipersociabilidade. sugerem o envolvimento de uma predisposicao genética na expressao
genes FKBP6 de hipersociabilidade em SWB
e FZD9 P :
Nossos resultados mostram que a hemizigose dos fatores de
Dentes amplamente espacados, uma boca larga transcrigéo do GTF21 € suficiente para produzir multiplos aspectos do
Edelmann et 41A = 6 anos e 6 24-31Mb e labios proeminentes. Estrabismo decorrente perfil cognitivo-comportamental, incluindo habilidades de construcdo
al., 2007 meses ’ ' q proer ' visuoespacial prejudicadas, uma personalidade excessivamente
e uma cirurgia. o - i ;
amigavel, acompanhada por ansiedade excessiva ndo-social e atraso
de linguagem.
As anormalidades cardiovasculares em nosso paciente foram
marcantes e mais graves em comparacdo com as relatadas nos outros
casos, apesar de terem dele¢Bes semelhantes. Isso implica que outros
Sopro de eiecio sistélica EASV. estenose fatores podem estar contribuindo para esse fenétipo. Este relatério
ran/e da viz!l %Ie saida dolventricullo direito sugeriu que a heterozigosidade do LIMK1 sozinho néo é suficiente
ge ueno forame oval patente e aumento da’1 para o WSCP. Esses resultados sugerem que a delegdo de GTF2l e
P ﬁ idad dp d d GTF2IRD1 pode contribuir para algumas das caracteristicas
Euteneuer et velocidade no arco descendente da aorta craniofaciais, o déficit intelectual global e alguns aspectos do perfil
F 20 meses 81.8 kb Hipercalcemia, dismorfia facial leve, inchago . ’ A p -
al., 2013 L o cognitivo na SWB. Também é possivel que a dele¢do completa de
periorbitario, palato alto arqueado, dificuldades - rro| “oreoipp1 CLIP2 e LIMKL seja necessaria para gerar o
de alimentagdo, fenda glutea alta e clinodactilia e ' ~ - ! para g
. ) WSCP tipico e que a dele¢do parcial desses genes resulte em um
no quinto dedo do pé. Atrasos em suas fencti - - de hi lcemi X
habilidades motoras finas endtipo mais suave. O mecanismo le hipercalcemia na SWB néo €
compreendido, embora um relatrio recente tenha sugerido
insuficiéncia de GTF2l, um gene ndo deletado em nosso paciente,
pode desempenhar um papel através da superexpressdo dos canais
potenciais do receptor transiente C3 (TRPC3).
EASV, estenose pulmonar valvular,
estreitamento  bitemporal, nariz arrebitado Nossos resultados sdo consistentes com a hipotese de que a
Ferreroetal., ~IMb (0.84— curto, ponta nasal bulbosa, filtro longo, Ibios hemizigocidade dos genes GTF2IRD1 e GTF2I pode estar envolvida
WBS207 M 11 anos L - : . . " P
2010 0.94Mb)  espessos, hipotireoidismo subclinico, enurese, nos dismorfismos faciais e nos déficits motor e cognitivo especificos

estrabismo, hipermetropia, sinostose
radioulnar, hérnia umbilical e voz rouca.

observados em pacientes com SWB.
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Artigo Paciente

Sexo

Idade

Tamanho da
Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

WBS 179

Fusco et al.,

2014 WBS 160

WBS 154

WBS 166

F

F

M

5.5 anos

14.6 anos

15 anos

6.6 anos

~4.15Mb

~4.22 Mb

1.04 Mb

~1Mb (0.84—
0.94Mb)

Incapacidade intelectual grave, EPP, estenose
pulmonar valvular, boca larga, testa larga,
microcefalia, edema periorbital, pregas
epicanticas, hipoplasia malar, nariz curto
arrebitado, filtro longo, labios espessos,
bochechas  proeminentes,  anormalidades
dentarias / ma oclusdo, dificuldades
alimentares, ganho de peso anormal,
constipagao, refluxo gastro-esofagico,
estrabismo, cifose, hérnia umbilical, voz rouca
e hiperacusia.

Incapacidade intelectual grave, boca larga,
microcefalia, estreitamento bitemporal, edema
periorbital, pregas epicanticas, iris estrelada,
hipoplasia malar, nariz curto arrebitado, filtro
longo, labios espessos, bochechas
proeminentes, anormalidades dentarias / ma
oclusdo, dificuldades de alimentacdo, ganho de
peso anormal, refluxo gastro-esoféagico,
estrabismo, cifose, hiperlordose, voz rouca,
hiperacusia, epilepsia e escoliose.

Incapacidade intelectual moderada,
microcefalia, estreitamento bitemporal, edema
periorbital, hipoplasia malar, filtro longo, labios
espessos, bochechas proeminentes, estrabismo,
cifose e hiperacusia.

Incapacidade intelectual moderada, EASV,
EPP, hipertensdo, edema periorbital, pregas
epicanticas, hipoplasia malar, bochechas
proeminentes, constipacdo, refluxo gastro-
esofagico, estrabismo, voz rouca e hiperacusia.

A correlagdo gendtipo-fen6tipo nos pacientes descritos sugere que a
haploinsuficiéncia de HIP1 e YWHAG pode causar déficits
neuroldgicos e neuropsicoldgicos graves, incluindo epilepsia e tragos
autistas, e que a preservacdo dos genes BAZ1B e FZD9 pode estar
relacionada as caracteristicas faciais leves e  déficits
neuropsicoldgicos moderados. Este relatério destaca a importancia de
caracterizar pacientes adicionais com 7ql11.23 delegBes atipicas
comparando caracteristicas neuropsicoldgicas e clinicas entre esses
individuos para lancar luz sobre o papel patogénico dos genes dentro
e flanqueando a regido da SWB.
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Artigo Paciente Sexo Idade Ta[r;ﬁefigggoda Caracteristicas Clinicas Correlagdo Gendtipo-Fendtipo
Nossos resultados sugerem que a delecdo do CYLN2 pode causar
comprometimento cognitivo, mas ndo é suficiente para produzir o
EASV, refluxo wvesico uretérico com perfil cognitivo tipico da sindrome de Williams. O gene GTF2I
megaureter  direito. Dismorfismo facial: localizado na porgéo telomérica da regido critica SWB pode ser
discreto espessamento das caracteristicas responsavel por algumas das caracteristicas cognitivas e
faciais, estreitamento bitemporal, sobrancelhas comportamentais da doenga. Nossos dados também mostram que a
Gagliardi esparsas, fendas palpebrais inclinadas para hemizigose para LIMK1 e CYLNZ2, embora ndo seja suficiente para
agliardi et al., - . s p -~
2003 baixo, olhos profundos, bochechas gerar o perfil cognitivo da sindrome de Williams, pode causar

Heller et al.,
2003

Hirota et al.,
2003

Case 1

Case 2

proeminentes, ponta triangular bulbosa nasal,
filtro labial longo e leatureless e macrostomia,
tobnus musculares levemente  diminuidos,
hipertonia das articulagcbes e aumento dos
reflexos tendinosos profundos ".

EASV, estenose da valvula pulmonar, retardo
de desenvolvimento, natureza muito amigavel e
caracteristicas faciais caracteristicas,
hipersensibilidade ao ruido ambiental.

Anormalidades dentéarias / maloclusdo, EASV,
estenose pulmonar periférica e estrabismo

Anormalidades dentéarias / maloclusdo, EASV,
estenose pulmonar periférica e voz rouca, filtro
liso longo e labios cheios (+/-)

alteracBes no perfil cognitivo. Muito provavelmente, a delegdo de
GTF2l, GTF2IRD1 e CYLN2 (e talvez LIMK1) é necessaria para
causar o perfil cognitivo tipico da sindrome de Williams. Quando,
como no caso de nosso paciente, um ou mais desses genes é
preservado, o resultado é um fenétipo mais leve, com algum
comprometimento cognitivo (QI limitrofe) e uma perda variavel de
habilidades visuais e construtivas.

O paciente relatado aqui é o terceiro caso e, portanto, suporta a ideia
de que as caracteristicas dismorficas, cardiovasculares e pelo menos
algumas das caracteristicas comportamentais do fenétipo da SWB séo
causadas pela haploinsuficiéncia de genes na parte do intervalo de 1,5
Mb que é telomérico. Nossa concluséo é que a RCSWB é mais
provavel ser um intervalo de 50950 kb contendo possivelmente 12
genes de WBSCR21 no lado centromérico para o GTF2I no lado
telomérico. Esta hipGtese é importante, pois limita o nimero de genes
que potencialmente determinam o fendtipo da SWB e exclui STX1A
como um possivel gene candidato. A falta de mutagbes no gene
STX1A em cinco pacientes, que tém SWB, mas nenhuma
microdelecdo detectavel no 7q11.23, apoia essa ideia.

Os resultados do presente estudo fornecem evidéncias para apoiar a
associacdo de dois genes com o desempenho espacial visual em SWB.
Esses dados apoiam a proposta de que a falta de dele¢do de
GTF2IRD1 e GTF2I esta associada a alguns aspectos preservados da
funcdo espacial visual e, inversamente, que os déficits nessas fungdes
sdo, em parte, devidos a excluséo desses genes em SWB tipicos. Para
outras caracteristicas fisicas, & necessario um exame mais detalhado.
A observacdo de que todos os trés individuos apresentaram déficits
cognitivos globais e nenhum mostrou a caracteristicas faciais
caracteristicas da SWB sugere que, ao contrario de relatos anteriores,
a delecdo de genes dentro da regido BAZ1B através da elastina pode
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Artigo

Paciente

Sexo

Idade

Tamanho da
Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

Honjo et al.,
2012

Howald et al.,
2006

Karmiloff-
Smith et al.,
2003

Case 3

IM3

Co3

Case 1 PS

10 anos

19 anos

11 anos

30 anos

43 anos

~1.2Mb

163kb e
281kb

66180bp

13011bp

1.4 Mb

Ponta nasal completa, hipoplasia malar,
bochechas  proeminentes,  anormalidades
dentarias / ma oclusdo e EASV, nariz curto e
arrebitado e labios espessos (+/-).

EASV, problemas de aprendizagem, face longa,
fosseta preauricular unilateral, fissuras oculares
com inclinacdo antimongoloide, hipoplasia
malar, nariz amplo proeminente, filtro labial
plano, labios finos, pectus excavatum, mamilo
supranumerario e sopro cardioide grau 3/6.

EASV, estenose da artéria pulmonar periférica,
dificuldades com habilidades n&o linguisticas e
visuomotora, excesso de simpatia, anomalias
faciais leves, incluindo edema periorbital, labio
inferior espesso, voz rouca, iris estrelada,
hipoplasia malar e estrabismo.

EASV, dificuldades com habilidades ndo
linguisticas e visuomotora, excesso de simpatia,
anomalias faciais leves, edema periorbital leve
e labio inferior espesso.

Dismorfologia facial tipica da SWB, iris
estrelada e estrabismo discreto, pequena em
estatura, tem amidistico na area da aorta,
hiperacusia, ansiedade, voz rouca e mondétona.
Quando crianga, hipercalcemia e dificuldades
tipicas de coordenacdo mao-olho, ¢é
inadequadamente amigavel com estranhos.

ser responsavel por déficits globais significativos na fungdo cognitiva.
Além disso, esses resultados fornecem evidéncias que ajudam a
definir a regido associada a fraqueza caracteristica da SWB na
construcdo espacial da regido telomérica para CYLN2, embora este e
outros genes possam
também contribuem .

Nosso paciente apresenta uma delecdo parcial na regido da SWB com
um tamanho méaximo de 281 kb e ndo exibe o facial classico ou
fenotipos comportamentais da SWB. A EASV relatada em nosso
paciente pode ser explicada pela delecdo do ELN, que é o principal
gene envolvido nas manifestagBes cardiovasculares da SWB. Na
SWB, manifestagbes do tecido conjuntivo também tém sido
relacionadas a hemizigose do ELN. A LIMK1 foi implicada no déficit
de cognicdo espacial na SWB. O gene EIF4H foi estudado em
camundongos. Essas deficiéncias na proteina codificada por este gene
exibem retardo de crescimento, alteragBes cerebrais e
comportamentais. A RFC2 pode afetar os processos de replicagéo do
DNA, o que poderia levar a déficits de crescimento e outros
problemas de desenvolvimento. O papel exato da delecdo de RFC2
no fendtipo da SWB ndo é completamente claro. Nosso paciente ndo
apresenta déficit de crescimento.

O status da expressdo relativa do gene CYLN2 adjacente permanece
incerto, pois podemos supor que a hemizigocidade das sequéncias que
precedem esse gene possa ter um papel importante na regulagdo de
sua expressdo. Esses pacientes atipicos podem fornecer informacées
importantes para 0 genétipo e para o genétipo. Em particular, foi
relatado um individuo que possuia uma delecdo atipica que se
estendia da LCR centromérico para o0 CYLN2 ou o gene GTF2IRD1 e
apresentou um perfil cognitivo incomum, estenose adrtica supra-
valvar, caracteristicas faciais mais leves, baixa estatura e um QI de
83, mas ndo o comprometimento visuoespacial especifico de
pacientes com SWB.

A comparacdo sugere que as caracteristicas da SWB, além da EASV,
sdo causadas pela delecdo de genes na regido CYLN2 - NCF1 na
extremidade telomérica da regido critica da SWB. Pensamos que ela
mostra que a dele¢éo do LIMK1 n&o produz por si s6 o perfil cognitivo
da SWB. Ainda € possivel que o perfil resulte da delecdo de LIMK1
juntamente com a exclusdo de um ou mais genes da parte da regido
critica da SWB que ndo é excluida no caso.
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Artigo Paciente Sexo Idade Ta[r;ﬁefigggoda Caracteristicas Clinicas Correlagdo Gendtipo-Fendtipo
Ponta nasal bulbosa / curta, labio inferior
Paciente 111 F 6 anos NR espesso, hipoplasia malar, g({ema periorbital,
iris estrelada, pregas epicanticas, EASV,
marcos moderados retardados e hipersocial.
Ponta nasal bulbosa / curta, labio inferior O gene para o LIMK1 foi implicado ( Frangiskakis et al., 1996), mas
: espesso, hipoplasia malar, edema periorbital, nZo substanciada (Tassabehiji et al., 1999) como uma causa das
Paciente 1112 M 2 anos NR - P N a0
estenose da artéria pulmonar e marcos caracteristicas visuais-espaciais da SWB, e os genes para STX1A e
retardados. FzZD9 foram implicados simplesmente por sua expressao genética
Korenberg et especifica do cérebro na sistema nervoso central em desenvolvimento
al.. 2000 g Ponta nasal bulbosa / curta, I&bio inferior (FZD9) ou adulto (STX1A), Quando isso realizado observa-se que a
" Paciente IV F 13 anos NR espesso, anomalias dentarias, EASV e marcos exclusdo desses genes ndo esta associada aos efeitos significativos
moderados retardados. sobre a cognigao geral que sdo caracteristicos da SWB. E provavel
que os genes responsaveis por grande parte do retardo mental e outras
) caracteristicas estejam localizados na regido telomérica de RFC2 a
Paciente V F 7,8 anos NR EASV GTF2I na borda telomérica da delecéo.
Paciente VI M 19 anos NR EASV
Paciente Vil M 226 NR  EASV e hémia
anos
Fenotipicamente normal, seu bebé teve
Paciente 10 F 32 anos 145kb epilepsia, espasmo, tremor muscular e morreu
aos 4 meses.
. EASV, atraso global no desenvolvimento, g,h0mos que a haploinsuficiéncia dos produtos codificados por
Paciente 6 F 1ano 4.16Mb insuficiéncia valvar mitral, fistula urinaria & GTE2IRD1 nfo é suficiente para causar as caracteristicas fenotipicas,
caracteristicas faciais distintas. o tamanho diferente e a dose de delegdes, determinando a
Lietal., 2015 expressividade varidvel e o efeito dos genes envolvidos. E possivel
Retardo mental, dificuldades de alimentagio, due as delegdesem pacientes 8 e 9 foram causadas pela inversdo, pois
Paciente 7 F 7 anos 9.88Mb interagdo social prejudicada e edema da Cada uma delas continha 2 delegdes interrompidas entre os LCR
Paciente 8 14 78kb e 96kb  Atresia duodenal e artéria umbilical Unica.

semanas
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Paciente

Sexo

Idade

Tamanho da
Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

Mahsa Ghaffari
et al.2017

Paciente 9

P1

P2

P3

P4

P6

P9

5 anos

6 anos

11 anos

8 anos

8 anos

10 anos

7 anos

3 anos

44Kkb e 96kb

1.2<Mb

1.2<Mb

1.2<Mb

1.2<Mb

1.2<Mb

1.2Mb

Estenose aortica, comunicagao interventricular,
atraso global do desenvolvimento, fissura
palatina e luxacéo patelar.

EASV, hipocalcemia infantil, anormalidade do
tecido conjuntivo, caracteristicas Unicas de
personalidade

EASV, anormalidade do tecido conjuntivo,
retardo de crescimento, retardo mental
caracteristicas Unicas de personalidade,
caracteristicas faciais distintas ".

EASV, hipercalcemia, caracteristicas Unicas de
personalidade, caracteristicas faciais distintas

EASV, estenose pulmonar, anormalidade do
tecido conjuntivo, caracteristicas Unicas de
personalidade, caracteristicas faciais distintas

EASV, caracteristicas faciais distintas

EASV, hipercalcemia, QI normal (86)

EASV, retardo de crescimento, estenose
pulmonar, deficiéncia intelectual leve a
moderada.

No estudo, todos os pacientes tinham EASV e uma exclusdo do gene
ELN foi detectada em todos eles. Entre os 10 pacientes incluidos, P1,
P6 e P7 merecem atengdo especial por causa de seus fenGtipos
especiais. P1 apresentava hipocalcemia infantil, mas o resultado do
teste  MLPA mostrou microdelecdo com o mesmo tamanho,
semelhante ao restante dos casos. Em descobertas anteriores, a
hipercalcemia encontrada na SWB parece ser atribuida ao mau
funcionamento do WSTF, outro relatério sugeriu que a
haploinsuficiéncia do GTF2l pode desempenhar um papel através da
superexpressdo dos canais potenciais do receptor transitorio C3
(TRPC3). No nosso caso, 0 BAZ1B foi excluido e a exclusdo do
GTF21 ndo foi confirmada, mas o paciente apresentava hipocalcemia
em vez de hipercalcemia. Sugerimos que provavelmente outros genes
também possam estar envolvidos na alteracdo do nivel sérico de
calcio. P6 tinha um QI normal e, de acordo com a analise do MLPA,
0 gene associado a deficiéncia intelectual parece estar fora da regido
excluida de 1,2 Mb. Dados os dados anteriores e o P6 em nosso
estudo, a deficiéncia intelectual é fortemente afetada pela exclusdo do
GTF21. O P7 com dele¢des de 1,55 Mb ndo apresentou caracteristicas
faciais distintas, contrastando P8 e P10 com as mesmas dele¢des. Dois
genes, GTF2IRD1 e BAZ1B, deveriam estar envolvidos
principalmente nas caracteristicas craniofaciais da WBS. Ao
contrario desses relatos, em nosso estudo, GTF2IRD1 e BAZ1B foram
excluidos no P7, que tinha uma face normal.
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Paciente

Sexo

Idade

Tamanho da
Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

Morris et al.,
2003

Porter et al.,
2012

K2049

K1895
K3804
K2116

K3321

112LL

187LLL

WBS0231

83. kb

~350kb
~6000kb
~850kb

~750kb

~2Mb

~ 3.3 Mb

~0.78Mb

Embora todas as familias tenham sido avaliadas
devido a EASV, havia alguns individuos com
delecbes (14%) que ndo tinham doenca
cardiovascular detectavel. Além da doenga
cardiovascular documentada em 86% dos
individuos afetados, outras anormalidades no
tecido conectivo foram voz rouca em 50%,
prolapso valvar em 10%, hérnia em 32%,
anormalidade da coluna (cifose, lordose ou
escoliose) em 18% e frouxiddo ou contraturas
articulares em 23%. Além disso, 14% tinham
estrabismo. Outras caracteristicas da SWB de
menor frequéncia foram encontradas em uma
Unica pessoa diferente no estudo; estes eram
pequenos dentes espagados, um sulco sacral
extra, limitagdo da supinacdo no cotovelo, um
rim pélvico e diverticulose. Um achado
inesperado foi uma histéria de um distarbio
convulsivo em 27% dos individuos afetados.

Limitrofe a0  comprometimento  leve,
dismorfologia facial, anormalidade cardiaca,
baixa estatura, hipercalcemia, hiperacusia,
hipersociabilidade, ansiedade, medos ou fobias
e atraso no desenvolvimento.

Comprometimento  leve a  moderado,
dismorfologia facial, anormalidade cardiaca,
baixa estatura, hipercalcemia, hiperacusia,
hipersociabilidade, ansiedade, medos ou fobias
e atraso no desenvolvimento.

Comprometimento limitrofe, dismorfologia
facial, anormalidade cardiaca, hipercalcemia,
hiperacusia, hipersociabilidade, ansiedade,
medos ou fobias e atraso no desenvolvimento.

Avaliac6es de cinco familias com delegdes parciais variadas da regido
da SWB no cromossomo 7 forneceram evidéncias de associagfes
gendtipo-fendtipo. A mutagdo da ELN, que mostrou anteriormente
causar a arteriopatia, também estd associada a algumas das
caracteristicas faciais, especialmente edema periorbitario, bochechas
proeminentes e filtro longo. A hemizigose da ELN sozinha ndo leva
em consideragdo as caracteristicas craniofaciais classicas da SWB. A
presenca de déficits de construcdo visuoespaciais em trés familias
adicionais de EASV com pequenas deleges, incluindo a LIMKZ,
suporta o papel desse gene no desenvolvimento da cognicéo
construtiva visuoespacial normal. A hemizigose de LIMK1 em SWB
contribui para a cognigdo construtiva visuoespacial prejudicada,
resultando no WSCP. A delegdo da GTF2l estd provavelmente
associada ao retardo mental encontrado em 75% dos individuos com
SWB. Como individuos com SWB que tém inteligéncia normalmente
tém QI mais baixo do que suas familias, é provavel que o GTF2I
também esteja impactando negativamente sua inteligéncia. Todas as
cinco familias relatadas aqui tém inteligéncia normal. As cinco
delegBes quase se estendem pela regido WS; apenas FKBP6
(centromérico) e GTF2l (telomérico) ndo estdo incluidos em
nenhuma das dele¢des. Embora qualquer um desses genes possa estar
relacionado ao retardo mental em SWB baseado em nosso estudo
atual, nossos resultados combinados com achados relatados
anteriormente implicam fortemente o GTF2I.

Este estudo fornece a primeira evidéncia de um papel para o
GTF2IRD2 na cognigdo, comportamento e desenvolvimento cerebral.
Os fatores de transcri¢do do GTF2I parecem ser fundamentais para o
fendtipo neuroldgico da SWB, mas suas propriedades complexas e
pleiotropicas significam que um papel claro para eles no
desenvolvimento do cérebro humano ainda precisa emergir. Os
achados deste estudo e de outros pacientes com delecdo parcial
sugerem um efeito aditivo na exclusdo de todos os trés genes da
familia GTF2I, levando a fen6tipos neurolégicos mais graves.
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Delecao

Caracteristicas Clinicas

Correlagdo Gendtipo-Fendtipo

Shijun Hu et
al. 2017

WBS425

5 anos

~ (.78 Mb

~ 1.5Mb

Limitrofe a0  comprometimento  leve,
dismorfologia facial, anormalidade cardiaca,
hipercalcemia, hiperacusia, hipersociabilidade,
ansiedade, medos ou fobias e atraso no
desenvolvimento.

Dificuldades alimentares, fissura de palato e
sopro cardiaco, EASV, persisténcia do canal
arterial, moderado retardo de crescimento,
hipercalcemia, nefrolit, comprometimento das
capacidades visuoespaciais, autismo e severo
comprometimento da linguagem expressiva "

O paciente no presente estudo apresentou certas caracteristicas
fenotipicas tipicas da SWB, incluindo EASV, hipercalcemia e retardo
de crescimento e inteligéncia. Foi previamente sugerido que a delecéo
do ELN contribui para EASV, e o gene BAZ1B foi sugerido para
contribuir para a hipercalcemia. A familia GTF2I, incluindo o
dominio de repeticdo GTF2I contendo 1, foi sugerida para contribuir
para o déficit cognitivo especifico exibido em individuos afetados. No
entanto, o autismo e 0 medo de estranhos ndo eram considerados
fendtipos da SWB. Em conclusdo, de acordo com 0 nosso
conhecimento, o presente estudo é o primeiro a descrever um caso de
SWB onde EASV, autismo e fissura de palato também estéo
presentes, e uma delecdo atipica de 7911.23 foi identificada. Os
arranjos de SNP de alta resolucdo demonstraram ser um método
eficaz para fornecer um diagnéstico especifico de SWB, apesar da
presenca de fendtipos atipicos.
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Esses resultados revelaram que as microdelecGes transportadas por

nosso paciente estdo localizadas na regido gendmica comumente

afetada na SWB. Mostrou também evidéncias de que as dele¢bes

envolveram o gene da ELN, o que pode explicar em parte as graves

anomalias cardiacas identificadas neste caso. FKBP6, BAZ1B e

Malformagio cardiaca congénita grave: WBSCR22 sdo outros genes co_ntidos na regido deletada, forte_mente

coarctacio do arco adrtico associada & estenose expressos nas estruturas ca[dlovascula_res, que podem explicar a

da artéria pulmonar e ducto patente pagtogeneseNdos defeitos cardiacos descrlto_s. Outro gene a_fetado pela

arteriosus.  Atraso no  desenvolvimento mlcrodglegao detectada €M NOsso caso fql LIMKZ, associado com a

psicomotor, atraso na fala e distirbio formacdo e manutencdo de memdria e aprendizado, o

' - - comprometimento de LIMK1 pelas microdelegdes relatadas em nosso

comportamental. ~ Crescimento  reduzido, caso poderia parcialmente explicar o fen6tipo neurocomportamental

Streata et M 3 anos 1.35Mb episodios _hipercincticos com autoagressao, anormal. Esses achados clinicos também podem ser explicados pelo
al.,2016 ’ caracteristicas do espectro autista, )

nomeadamente estereGtipos e brincadeiras
repetitivas, hipercalcemia transitoria,
estrabismo e dismorfismo facial caracteristico
por testa larga, ponte nasal achatada, nariz curto
arrebitado, filtro labial longo e boca larga com
labios cheios e mandibula pequena.

comprometimento funcional dos genes FzZD9, STX1, GTF2I,
GTF2IRD2 ou EIF4H contidos na regido gendmica afetada. A
haploinsuficiéncia ou variagdes genéticas desses polimorfismos de
nucleotideo Gnico (SNPs) do GTF2I foram relatadas como associadas
ao fendtipo cognitivo-comportamental da SWB. Estudos
experimentais mostraram que o receptor de superficie celular
transmembrana codificado pelo gene FZD9 estd envolvido no
desenvolvimento do hipocampo e os defeitos deste gene estéo
associados a distarbios de aprendizagem e memoria. Nosso relato
clinico sustenta as hipdteses levantadas por estudos prévios de que 0s
genes mencionados acima do gene poderiam ser genes candidatos
responsaveis pelo desenvolvimento do perfil neurocognitivo da SWB.
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Nossos achados mostram que a perda homozigética de Gtf2ird1 em
camundongos resulta em anormalidades craniofaciais reminiscentes
daquelas observadas na SWB, juntamente com o retardo de
crescimento e anormalidades neurolégicas. Dos outros genes
deletados na HR, o CYLN2 provavelmente contribui, mas nédo é o
Unico responsavel pelo fendtipo neurolégico na SWB. A
Edema periorbital, filtro labial longo, nariz haploinsuficiéncia apenas para CYLN2 e GTF2IRD1 n&o consegue
Tassabehji et HR = 4.5 anos ~11Mb arrebitado, estenose da artéria pulmonar, atraso explicar todas as caracteristicas clinicas da SWB, porque a HR exibe
al., 2005 ) ’ na aquisicio da linguagem e déficits na um perfil clinico mais moderado. Os fenétipos facial e cognitivo /
cognicéo espacial comportamental mais pronunciados associados a delecdo maior
implicam outros genes teloméricos nessas caracteristicas,
especificamente o GTF2I, que se encontra distal ao GTF2IRD1 e é
deletado em casos classicos de SWB. Nenhum gene isolado é
responsavel pelas caracteristicas craniofaciais ou cognitivas da SWB.
Sugerimos que a dosagem cumulativa dos genes da familia TFII-1
explica os principais fenétipos.
N Sopro cardiaco, EASV leve e hérnia inguinal
PM M 29 anos 90kb bilateral (reparada aos 3 anos de idade)
Nossos resultados sugerem que nem a hemizigose de LIMK1 (ao
™ M 26 anos ~ 90kb _Irmé_o de PM, S_VAS _Ieve, reparo c_ie hérnia contrario de um _relatério anterior) nem a hemizig,o_sidade de STX1A
Tassabehji et inguinal como glicostria adulta e benigna. podem contribuir para qualquer parte do fendtipo de SWB, e
al. 1999 ) enf_atlzam a importancia desses pacientes para dissecar fendtipos
" cs F 7 anose 8 ~ 800 kb Constipado como um lactente, EASV grave e sutis, mas altamente penetrantes. Nossos dados sugerem que a
meses estenose arterial pulmonar periférica (Cirurgia). exclusdo de LIMK1 é irrelevante para o0 WSCP ou que, no maximo, é
necessaria, mas nao suficiente.
HG M 19 anos ~ 170kb EASV (reparado cirurgicamente aos 7 anos de

idade).
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van Hagen et
al., 2007

Yu Xia et
al.2018

Paciente
WS75

15

M

M

16,8anos

31 anos

NR

7,340bp

EASV, estenoses arteriais  pulmonares
periféricas multiplas, aparéncia timida.

Estenose da artéria pulmonar, estenose da
artéria pulmonar esquerda, estenose da artéria
pulmonar direita e atraso no desenvolvimento

Os achados no WS75 apoiam fortemente a possibilidade de que
delegBes de CYLN2 e / ou GTF2IRD1 e/ ou GTF2I desempenhem um
papel crucial nas anormalidades motoras e cognitivas da SWB, mas
eles ndo descartam a possibilidade de que outros genes como o
LIMK1 também contribuam igualmente e ndo nos permitem
discriminar entre as contribui¢des diferenciais de CYLN2 e
GTF2IRD1. Assim, nossos resultados obtidos nos mutantes de
camundongos sugerem que o CYLN2, ao invés do GTF2RD1,
contribui  significativamente para as disfuncBes cerebelares e
hipocampais na SWB. Em conjunto, os achados em nosso paciente
atipico e nos camundongos mutantes sugerem um papel proeminente,
mas ndo exclusivo, para 0 CYLN2 nas caracteristicas motoras e
cognitivas da SWB.

NR*

*NR= ndo relatado.
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8.11. Anexo XI. Tabela com as caracteristicas genéticas dos pacientes dos artigos com delecbes

atipicas.

Artigo

Paciente

Tamanho
da Delecéo

Genes da Regido Critica
da SWB envolvidos

Técnica

Antonell et al.,
2009

Botta et al., 1999

NW1 11.3

NW1 I11.4

NW1 111.4

*

NW2 11.1

NW2 111.1
*

Paciente
A

Paciente
B

817kb

817kb

817kb

610kb

610kb

850kb

850kb

CLDNS3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2, CLIP2 e
GTF2IRD1.
CLDNS3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2, CLIP2 e
GTF2IRD1.
CLDNS3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2, CLIPZ e
GTF2IRD1.
VPS37D, DNAJC30,
WBSCR22, STX1A,
ABHD11, CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H, LAT2
e RFC2.
VPS37D, DNAJC30,
WBSCR22, STX1A,
ABHD11, CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H, LAT2
e RFC2.

ELN, LIMK1, WSCR1,
RFC2, WSCR5, WSCR3 E
GTF21

ELN, LIMK1, WSCR1,
RFC2, WSCR5, WSCR3 E
GTF21

MLPA, aCGH e PCR
quantitativa com
transcriptase reversa em
tempo real

FISH- ONCOR
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Tamanho  Genes da Regido Critica

Artigo Paciente da Delecéo da SWB envolvidos Teenica
FISH (BACs 1008H17;
NSUNS5, TRIM50, FZD9, 592D8; 1184P14;
BAZ1B, BCL7B, TBL2, P195H06; 1148G03;
VPS37D, MLXIPL, 054H15 e PACs 1186P10;
_ Paciente WBSCR22, STX1A, 239C10; e cosmids ,18_2811
Dai et al., 2009 5389 ~1.4Mb WBSCR18, ABHD11, e 183E1), PCR, Hibridos
CLDN3, CLDN4, de células somaticas e
WBSCR28, ELN, LIMK1, custom high resolution
EIF4H, LAT2, RFC2, isothermal oligonucleotide
CLIP2 e GTF2IRD1. DNA tiling array (Roche
NimbleGen)
POM121L1, NSUNS5,
TRIM50, FKBP6, FZD9
BAZIB, BCL7B, TBL2, ) pA (SALSA Kit P029
VPS3TD, MLXIPL, MRC Holland) e gPCR
Delgado et al., WBS269- ~1.3Mb DNAJC30, WBSCR22, (Power SYBR Green PCR
2013 023A1 ' STX1A, WBSCR26, Master Mix Applied
ABHD11, CLDN3, CLDN4, Biosystems)
WBSCR27, WBSCR28, '
ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2 e CLIP2.
Comeca na
regido
centromérica .
« Comeca na regiao
da delegdo centromerica da delecao
Doyle et al., 2004 5889 comum e S BAC probes com FISH
clui o comum e inclui os genes
FKBP6 e FZD9
genes
FKBP6 e
FzZD9

Edelmann et al.,
2007

Euteneuer et al.,
2013

aCGH (Spectral Chip
2600), FISH (Spectral
Genomics e BAC PAC
Resources) e PCR
quantitativa

intron 1 do GTF2IRD1,

4A - 24-31Mb o) NCF1 e GTR2IRD2

ELN (exceto éxons 1 e 2) e
81.8 kb LIMK1 (exceto os trés
ultimos éxons)

SNP Array (Affymetrix ) e
PCR
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Artico Paciente Tamanho  Genes da Regido Critica Técnica
g da Delecéo da SWB envolvidos

Parcial BAZ1B, BCL7B,
TBL2, VPS37D, MLXIPL,
DNAJC30, WBSCR22, FISH (LSI ELN, D75486 e

~1Mb
Ferrero et al., STX1A, WBSCR26, .
2010 WBS207 0(8218&;3) ABHD11, CLDN3, CLDN4, D755%2 prsg‘;f Vysis) e
: WBSCR27, WBSCR28, g

ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2 e CLIP2.

LOC100093631, GTF2IPL,
NCF1B, GTF2IRD2P1,
NSUNS, TRIM50, FKBPS6,
FZD9, BAZ1B, BCL7B,
TBL2, MLXIPL, VPS37D,
DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, MIR4284,
WBSCR26, ABHD11,
CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMKZ, EIF4H,
MIR590, LAT2, RFC2,
C"'FI)\IZ(’:&T’ ZZT'FFQg)IlR’SZT,FZ" MLPA (SALSA kit P029),
Fusco et al., 2014 WBS 179 =4.15Mb STAG3L2, PMS2P5, gPCR a '(AZ\)]:ftoScatm_ HD
GATSL1, WBSCR16, array (Affymetrix)
GTF2IRD2B, NCF1C,
GTF2IP1,
LOC100093631,POM121C,
SPDYES, PMS2P3, HIPL,
CCL26, CCL24, RHBDD?,
POR, SNORAL4A,
TMEM120A, STYXL,
MDH2, SRRM3, HSPBL,
YWHAG, SRCRB4D, ZP3,
DTX2, FDPSL2A, UPK3B,
LOC100133091, POMZP3,
PMS2P11, LOC100132832



124

Artigo

Paciente

Tamanho  Genes da Regido Critica
da Delecéo da SWB envolvidos

Técnica

WBS 160

WBS 154

STAG3L3, PMS2L2,
SPDYESP,
LOC100093631,
GTF2IP1,GTF2IRD2P1,
NSUNS, TRIM50, FKBP6,
FZD9, BAZ1B, BCL7B,
TBL2, MLXIPL, VPS37D,
DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, MIR4284,
WBSCR26, ABHD11,
CLDNS3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
MIR590, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRD1,
GTF2I,NCF1, GTF2IRDZ,
STAG3L2, PMS2P5,
GATSL1, WBSCR16,
GTF2IRD2B, NCF1C,
GTF2IP1,
LOC100093631,POM121C,
SPDYE5, PMS2P3, HIP1,
CCL26, CCL24, RHBDD2,
POR, SNORA14A,
TMEM120A, STYXL1,
MDH2, SRRM3, HSPB1,
YWHAG,SRCRB4D, ZP3,
DTX2, FDPSL2A, UPKS3B,
LOC100133091, POMZP3,
PMS2P11, LOC100132832
DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, MIR4284,
WBSCR26, ABHD11,
CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
MIRS90, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRD1, GTF2I

~4.22 Mb

1.04 Mb
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Tamanho  Genes da Regido Critica

Artigo Paciente da Delecéo da SWB envolvidos Tecnica

TBL2, MLXIPL, VPS37D,
DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, MIR4284,
WBSCR26, ABHD11,

WBS 166  1.03Mb CLDN3, CLDN4,
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
MIR590, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRD1
A delecdo varia desde a
regido de ponto de quebra

Gagliardi et al comum centromérico até  FISH (Vysis), FISH BAC e
g 2003 N 1.1-1.2 Mb  além do marcador D7S613 PAC e analise de
e inclui ELN, LIMK1, microssatélite
RFC2 e pelo menos uma
parte de CYLN2
ELN, LIMK1, EIF4H,
WBSCR15, RFC2, CYLN2, FISH (Qbiogene Alexis e
Heller et al., 2003 <15Mb  GTRoIRDL, WBSCR23 € Vysis)
GTF2I

FKBP6, FZD9, BAZ1B,
BCL7B, TBL2, WBSCR14,

Case 1 ? STX1A, CLDN3, CLDN4, ~ FISH (BAC: B1008H17,
ELN, LIMK1, EIF4H, B315H11, B592D8,
LAT2, RFC2 e CYLN2. B155B1, B363B4,

B118AP14, B239C10;
PAC: P632N4, P391G2,

. FKBP6, FZD9, BAZ1B, P195h6, P267N24; Cosmid
Hirota et al., 2003 BCL7B, TBL2, WBSCR14,  clone: C12915, C82c2,

Case 2 ? STXIA CLDN3, CLDN4, ~ C34b3, C 152a8, C128d2,
ELN e LIMKL. C102f12, C135f3, C82b11,
C209c11, C47d1, C160g4,
BAZ1B, BCL7B, TBL2, C183el, C15e1l) e gnallse
WBSCR14, STX1A, da dosagem génica
Case3  ~1.2Mb | pN3, CLDN4, ELNe
LIMK1.
Honjo et al., 163kbe  ELN (EXON 33), LIMKZ,

2012 281kb EIF4H, LAT2 e RFC2 MLPA (kit P029)
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Genes da Regido Critica
da SWB envolvidos

Técnica

] . Tamanho
Artigo Paciente da Delecio
IM3 66180bp
Howald et al.,
2006
CO3  13011bp
Karmiloff-Smith
et al.. 2003 Case 1 PS 1.4 Mb
Paciente
132 NR
Paciente
558 NR
Paciente NR
i
Paciente
112 NR
Korenberg et al.,
2000 Paciente
IV NR
Paciente
V NR
Paciente
Vi NR

FKBP6, FZD9, BAZ1B,
TBL2, WBSCR14, STX1A,
CLDN3, CLDN4, ELN,
LIMK1, EIF4H, RFC2 E
CYLNZ2.

FKBP6, FZD9, BAZ1B,
TBL2, WBSCR14, STX1A,
CLDN3, CLDN4, ELN,
LIMK1, EIF4H e RFC2.

FKBP6, FZD9, BAZ1B,

BCL7B, TBL2, WBSCR14,

WBSCR22, STX1A,
CLDN3, CLDN4, ELN,
LIMK1, EIF4H, RFC2,

CYLN2, GTF2IRD, GTF2I

e exon 2 do NCF1.

NR

NR
ELN, LIMK1, WSCR1,

RFC2, CYLN2, GTF2IRD1

e GTF21
ELN, LIMK1, WSCR1,

RFC2, CYLN2, GTF2IRD1

e GTF21

WSTF, BCL7B, WS-bTRP,

WS-bHLH, RVP1, CPE-R,

STX1A, CLDN3, CLDN4,
ELN, LIMK1, WBSCR1

FKBP6, FZD9, WSTF,
BCL7B, WS-bTRP, WS-
bHLH, RVP1, CPE-R,
STX1A, CLDN3, CLDN4,
ELN, LIMK1, WBSCR1

STX1A, CLDN3, CLDN4,
ELN, LIMK1, WBSCR1

Quantificacdo de
sequéncias paralogos e piro
sequenciamento e PCR
quantitativa em tempo real

Hibridos de células
somaticas e PCR

FISH (Cosmids 129Fb5,
165B5, 82C2, 34B3,
128D2, 102F12, 135F3,
157F3, 237H1, 63F7,
82B11, 209C11, 47D1,
183E1, 160G4, e 15E11;
BAC:
592D8,1051J22,1148G3,
1184P14,239C10,1008H17,
155B1), Analise de
microssatélite (D7S489(A,
B, C), D7S1870, D7S653,
D7S675, D7S849, D7S613,
D7S2472, D7S2476), PCR.



127

Artigo

Paciente

Tamanho  Genes da Regido Critica
da Delecéo da SWB envolvidos

Técnica

Lietal., 2015

Paciente
VI

Paciente
10

Paciente 6

Paciente 7

NR STX1A, CLDN3, CLDN4,
ELN, LIMK1, WBSCR1
GTF2IRD2, STAG3L2,
145kb PMS2L5 e GATSL.

POM121L1, NSUNSC,
TRIM74, FKBP6-like,
STAG3L3, PMS2L,
WBSCR19, GTF2IP,
NCF1B, GTF2IRD2P,
POM121B, NUSNS,
TRIM50, FKBP6, FZD9
BAZ1B, BCL7B, TBL2,
VPS37D, MLXIPL,
DNAJC30, WBSCR22,
4.16Mb STX1A, ABHD11, CLDNS,
CLDN4, WBSCR27,
WBSCR28, ELN, LIMK1,
EIF4H, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRD1,
WBSCR23, GTF2I, NCF1,
GTF2IRD2, STAG3L2,
PMS2L5, GATSL,
WBSCR16, GTF2IED2B e
NCF1C.
POM121L1, NSUN5C,
TRIM74, FKBP6-like,
STAG3L3, PMS2L,
WBSCR19, GTF2IP,
NCF1B, GTF2IRD2P,
POM121B, NUSNS5,
TRIMS0, FKBP6, FZD9
BAZ1B, BCL7B, TBL2,
VPS37D, MLXIPL,
9.88Mb DNAJC30, WBSCR22,
STX1A, ABHD11, CLDNS,
CLDN4, WBSCR27,
WBSCR28, ELN, LIMK1,
EIF4H, LAT2, RFC2,
CLIP2, GTF2IRD1,
WBSCR23, GTF2I, NCF1,
GTF2IRD2, STAG3L2,
PMS2L5, GATSL,

aCGH, FISH e cariotipo



128

Tamanho
da Delecéo

Genes da Regido Critica

Paciente da SWB envolvidos

Artigo

Técnica

WBSCR16, GTF2IED2B e
NCF1C.

NSUNSC, TRIM74,
FKBP6-like, STAG3L3 e
GTF2IRD2P.
NSUNSC, TRIM74,
NCF1B, GTF2IRD2P e
POM121B.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

ELN, CPLI2, LIMK1,
RFC2, STX1A, TBL2 e
FZDO.

Paciente 8 78kb e 96kb

Paciente

9 44kb e 96kb

P1 1.2<Mb

P2 1.2 <Mb

P3 1.2<Mb

Mahsa Ghaffari et
al.2017

P4 1.2 <Mb

P5 1.2 <Mb

P6 1.2 <Mb

P9 1.2Mb

Morris et al.,
2003

Porcéo telomérica da ELN e

K2049 todo LIMKZ1.

83. kb

MLPA P029-C1, FISH
(ELN probes), e
microssateélites (D7S1870,
D7S489, D7S2476,
D7S613)

FISH , Probes consisted of
cosmids,BACs,and PACs
(cosA, cosF, BCL, STX,
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Tamanho  Genes da Regido Critica

Artigo Paciente da Delecéo da SWB envolvidos Tecnica
cos30, ELN, LIMK, cos11,
209 is c0s209c11, 220 is
N CLDN4, ELN, LIMK1 e 220el11,
K1895  ~350kb WSCR5 1186 is RP5-1186P10).

STX1A, CLDN3, CLDN4,

K3804 ~6000kb ELN e LIMKL.

BCL7A, TBL2, STX1A,
K2116 ~850kb CLDN3, CLDN4, ELN e
LIMK1.

Porcao telomérica da
K3321 ~750kb ELN,LIMK1, WBSCRS,
CYLN2 e GTF2IRD1.

B-centromérico a B-

2Ll =2Mb toiomérico , GTF2IRD2B

187LLL  ~3.3 Mb CALN1-B teloméric,

GTF2IRD2B
FISH (Probe: ELN/LIMK1),
Porter etal., 2012 dPCR e aCGH (Agilent)
~ LIMK1-Bmedial,
WBS0231 =~ 0.78Mb el
~ LIMK1-Bmedial,
WBS425 = 0.78 Mb el

"POM121, FZD9, TRIM74,
FKBP6, NSUN5, TRIMS0,
BAZ1B, MLXIPL, BUD23,

Shijun Hu et al. ~ 1.5Mb TMEM270, ABHD11, SNP-array (Illumina)

2017 BCL7B, TBL2, VPS37D,
DNAJC30, CLDNS3,
CLDN4, METTL27.
1.35Mb FKBP6, ELN, LIMK1, Analise de microarray de
FzZD9, TBL2, WBSCR22, alta resolucdo realizada
Streata et al.,2016 WBSCR27, WBSCR28, com a plataforma de array

STX1A, CLDN3, CLDN4, de 135K oligonucleotideos.
LAT2, ABHD11, RFC2,
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Tamanho  Genes da Regido Critica

Artigo Paciente da Delecéo da SWB envolvidos Tecnica
CLIP2, GTF2IRD1, GTF2I,
TRIM50 ou EIF4H
TRIM50, FKBP6, FZD9
BAZ1B, BCL7B, TBL2,
WBSCR14, WBSCR18,
WBSCR22, WBSCR24,
Tassabehji et al., N STX1A, WBSCR21,
2005 HR 1.1Mb CLDN3, CLDN4, PCR
WBSCR27, WBSCR28,
ELN, LIMK1, EIF4H,
LAT2, RFC2, CYLN2 e
GTF2IRDL1.
PM ~ 90kb ELN e LIMK1
N ™ ~90kb  Exon10daELNeLIMK1  apslises de microssatélite,
Tassabehji et al., e ]
1999 F7D3. STXIA ELN FISH, hllt;rldos d:é:slulas
~ ' : ’ somaticas e :
CS 800 kb LIMK1 e RFC2.
HG ~ 170kb ELN e LIMK1
FISH (probe: RP11-
451M8, B315H11,
van Hagen et al., Paciente NR FKBP6, FZD9, TBL2, ggﬁgi;zﬁnfs,z\op%lzgz
2007 WS75 STX1A, ELN e LIMKZ. ’ e
marcadores de repeticdo
polimérficos D7S2476,
ELN e LIMK1GT
YuXiaetal2018 15 7,340bp ELN (exons 18-25) Chromosomal microarray

Affymetrix
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