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I. INTRODUGAO

A interpretac@o genética da variabilidade humana baseia-se fundamentalmente
no principio de que todas as informagdes genéticas necessérias ao desenvolvimento,
desde a formacdo do zigoto até a morte, estdo basicamente contidas nos seus
cromossomos. Durante muito tempo o reconhecimento dessa variabilidade s6 podia ser
feito a partir do estudo de familias e por inferéncia estatistica. Atualmente, porém, os
geneticistas podem valer-se também da metodologia bioquimica, imunoldgica e citolégica.
O estudo da citogenética a partir de 1959, apds a publicacdo do trabalho de Lejeune e
cols. sobre a primeira trissomia autossdmica relacionada a sindrome de Down, permitiu
relacionar uma parcela significativa da variabilidade patoldégica humana a alteragées na
organizagdo da informagdo contida nos cromossomos. Entretanto, as aberracdes
cromossdmicas, visiveis ao microscopio éptico comum representam apenas uma pequena
parte dessa grande variabilidade (Beiguelman, 1995).

As dele¢bes ou monossomias parciais sdo aberragdes relacionadas a perda de
material genético e afetam a dosagem génica. Originam-se por quebras cromossémicas
com perda subsequente do fragmento acéntrico, ou por “crossing-over’ desigual entre
cromossomos homoélogos desalinhados ou entre cromatides-irmas. Podem ser originadas
também por segregacdo anormal na meiose de portadores de translocagdo ou inversio
balanceada, levando ao surgimento de uma prole ndo balanceada (Thompson e cols.,
1993). |

Os estudos envolvendo analise citogenética realizados de 1956 até o final dos
anos 60 detectavam muitas anomalias numéricas e poucas aberragbes estruturais. O
desenvolvimento das técnicas de bandeamento representou o passo decisivo para o
estudo das aberracdes estruturais. O bandeamento de cromossomos metafasicos
humanos com quinacrina (bandas Q), descrito pioneiramente por Caspersson e cols.
(1971), foi o primeiro método de coloragdo usado para produzir padrées especificos de
bandeamento. Como o tratamento fundamental € feito por coloragdo com fluorocromos
derivados da quinacrina, este método requer um microscépio de fluorescéncia e apods o
desenvolvimento de técnicas usando o corante de Giemsa, pouco tempo depois, passou a
ser bem menos utilizado. Embora os padrées de bandas G n&o sejam qualitativamente
superiores ao padrdo de bandas Q, séo até hoje universalmente mais utilizados tanto para
trabalhos de rotina como para estudos especificos. A sua aceitagdo é maior,

provavelmente, pela facilidade com que se manuseia o microscopio éptico comum em
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relacdo ao microscépio de fluorescéncia. Outro fator que poderia influenciar na preferéncia
pelo bandeamento G é o tempo de sobrevida do material preparado por bandas Q ser
inferior devido a perda da propriedade fluorescente. Todo o desenvolvimento da técnica de
bandeamento G, primeiramente descrita por Sumner e cols. (1971), estd baseado no
processo de desnaturacgéo e reassociagdo do DNA. Envolve coloragdo com Giemsa apds a
digest&o parcial das proteinas cromossdmicas pela tripsina.

Outras técnicas de coloragdo incluem o bandeamento R, C e NOR (regiéo
organizadora de nucléolos). As bandas R, resultantes da metodologia de bandeamento
reverso, foram descritas por Dutrillaux e Lejeune (1971). O bandeamento R requer um
tratamento com calor e reverte o padréo usual claro e escuro que € visto nas bandas G e
Q. O bandeamento C cora a heterocromatina constitutiva que fica nos centromeros ou
préximo a eles, e a coloragdo NOR destaca os satélites e constricdes dos cromossomos
acrocéntricos (Beiguelman, 1982; Jorde e cols., 1996).

As primeiras delecbes descritas foram observadas em cromossomos
metafésicos e sua observagéo foi possivel porque envolviam segmentos relativamente
grandes do cromossomo e consequentemente, muitos genes. Constituem exemplos
classicos a sindome do cri-du-chat (delegdo parcial do brago curto do cromossomo 5) e a
sindrome de Wolf-Hirschhorn ( delegdo no brago curto do cromossomo 4) (Cohen, 1989;
Thompson e cols., 1993; Jorde e cols., 1996). A perda de cromossomos inteiros
(monossomia) ou de grandes segmentos cromossdmicos geralmente ndo € tolerada, com
excecgdo da sindrome de Turner (45, X) (Yunis, 1965; Korf, 1996).

Apesar de delegcbes grandes serem facilmente identificadas pela analise
citogenética convencional, delecbes de menos que quatro milhdes de pares de base nédo
podiam ser vistas ao microscopio Optico. Suspeitava-se que essas delegbes
submicroscopicas poderiam dar origem a sindromes de anomalias congénitas (Korf,
1996). O primeiro passo para a descoberta dessas pequenas dele¢cbes cromossdmicas
(microdelegbes) se deu a partir dos anos 70 e foi possivel gragas ao desenvolvimento da
técnica de bandeamento de alta resolugdo. Essa técnica permite a analise de
cromossomos durante a préfase ou inicio da metafase (prometafase), antes que eles
atinjam a maxima condensacao (Schinzel, 1996; Jorde e cols., 1996).

Utilizando a técnica de bandeamento de alta resolugéo, um dos progressos mais
importantes nas técnicas citogenéticas (Therman e cols., 1996), é possivel obter um
numero maior de bandas, que pode chegar a até 1256 bandas em cromossomos na

profase tardia, o que significa um numero quatro vezes maior do que o obtido em
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metafases, aumentando a possibilidade de se detectar uma anomalia ndo observada com
o bandeamento convencional (Yunis, 1976; Jorde e cols., 1996). Para ser detectada
citogeneticamente pelo bandeamento de alta resolugdo uma delecdo deve abranger no
minimo 2.000 a 3.000 Kb (Thompson e cols., 1993). O bandeamento de alta resolucéo é
mais demorado que o bandeamento convencional e, por isso € geralmente usado quando
se estd a procura de uma anomalia especifica e pequena (Jorde e cols., 1996). Os
portadores de microdelegbes dessa natureza apresentam fenétipos variados associados
sempre a deficiéncia mental de grau moderado a profundo. Constituem exemplos as
sindromes WAGR (aniridia, tumor de Wilms, anomalias genito-urindrias e
gonadoblastoma) e de Langer-Giedion, ambas associadas a autossomos. No caso do
cromossomo X, ha o relato de um paciente com microdelecdo que manifestava
fenotipicamente sinais de seis condigdes distintas ligadas ao X (Schinzel, 1996).

Algumas microdelegbes s&o pequenas demais e sua deteccdo ndo é possivel
nem mesmo com a utilizagdo de bandeamento de alta resolugéo (Cohen e cols., 1993).
Esses casos incluem pacientes portadores de quadros clinicos variados associados a
deficiéncia mental leve ou inteligéncia normal. A suspeita de que tais sindromes pudessem
estar associadas a microdelegbes veio da observacdo de pacientes com diferentes
translocagbes, balanceadas ou n&o, sempre envolvendo uma determinada regido
cromossdmica. Enquadram-se nessa situagdo as sindromes de Prader-Willi, Angelman e
DiGeorge (Schinzel, 1996). Nesses casos, o segmento deletado também envolve varios
genes adjacentes, e por isso as sindromes associadas a microdelegbes sdo referidas
como sindromes de genes contiguos (Tommerup, 1993; Jorde e cols., 1996).

O estudo de microdelegcdes nado detectaveis por analise citogenética
convencional ou de alta resolugcdo, sé é possivel utilizando-se técnicas de genética
molecular. A variabilidade fenotipica observada nas sindromes associadas a
microdelec¢des esta relacionada ao tamanho da delegéo, incluindo o numero e fungbes dos
genes deletados (Cohen e cols., 1993).

Em certos casos alguns genes podem se expressar diferentemente quando
herdados de um sexo ou do outro, sugerindo que o “imprinting” gendmico, um processo
gue marca cromossomos maternos e paternos de modo diferente, pode acarretar diferenga
na expressao fenotipica dos pacientes com delegbes idénticas na localizagcdo e extenséo
mas que diferem quanto a origem parental (Thompson e cols., 1993). Delegbes
envolvendo a mesma regido de 15q11-13 s&o frequentemente observadas tanto na

sindrome de Prader-Willi como na sindrome de Angelman. Entretanto, a delecdo é sempre
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de origem paterna na sindrome de Prader-Willi e sempre de origem materna na sindrome

de Angelman (Tommerup, 1993).

A tabela .1 enumera sindromes associadas a microdelecdes, suas principais

caracteristicas e os sitios cromossdmicos envolvidos.

TABELA 1.1 - Sindromes associadas a microdelecdes

Sindromes Caracteristicas Sitios
clinicas cromossomicos
Angelman Deficiéncia mental, microcefalia, convulsoes, 15911913 (mat.)

andar caracteristico

Aniridia/tumor de Deficiéncia mental, aniridia, predisposicdo a tumor 11p13

Willms de Willms, defeitos genitais

Baraitser-Winter Deficiéncia mental, hipertelorismo, coloboma de 2q1?
iris

Beckwith-Wiedman Face caracteristica, gigantismo, nefroblastoma, 11p15.5
hepatoblastoma, cardiomiopatia

DiGeorge/sindrome Anomalia de DiGeorge/face caracteristica, palato 22q11

velo-cardio-facial fendido, defeito cardiaco

Kallman Hipogonadismo, sinquenesia bimanual, Xp22.3
criptorquidismo, deficiéncia de GnRH

Langer-Giedion Face caracteristica, cabelo esparso, exostose, 8g24.1
deficiéncia mental variavel

Miller-Dieker Lisencefalia, face caracteristica 17p13.3

Prader-Willi Deficiéncia mental, baixa estatura, obesidade, 15911913 (pat.)
hipotonia, face caracteristica, pés pequenos

Retinoblastoma Tumor ocular se apresentando na lactancia 13914.1

Rubinstein-Taybi Disturbio do desenvolvimento, face caracteristica, 16p13.3
polegares largos

Smith-Magenis Defeitos cardiacos, braquicefalia, retardo 17p11.2
psicomotor, problemas de comportamento,
palato fendido, retardo de crescimento

Williams Disturbio do desenvolvimento, face caracteristica, 7917

estenose aortica supravalvular

Até o inicio dos anos 70, o DNA era a molécula celular mais dificil de se analisar

do ponto de vista bioquimico. Muito grande e quimicamente monotona, a sua sequéncia de
nucleotideos somente podia ser “acessada’ por métodos indiretos, como por exemplo o
estudo dos produtos protéicos, do RNA ou por analise genética. Hoje, o DNA é a molécula
de onde se obtém informagdes com maior facilidade. Agora é possivel cortar uma regido
especifica do DNA, produzir um numero ilimitado de copias e determinar a sequéncia de
seus nucleotideos, numa taxa de centenas por dia. Por variagbes da mesma técnica, um
gene isolado pode ser alterado e transferido para células em cultura. Com o uso de
técnicas mais sofisticadas, um gene redesenhado pode ser inserido em células de
linhagem germinativa de um animal ou planta, funcionando como uma parte herdada do

genoma do organismo (Alberts e cols., 1994).
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Essas novas técnicas tém tido um impacto dramatico em todos aspectos da
biologia celular por permitir o estudo das células e suas macromoléculas de modo nunca
imaginados. Tem levado a descoberta de novos genes e tem revelado que muitas
proteinas tem sido muito mais conservadas do que se suspeitava durante o processo de
evolugdo. Tem também providenciado novos meios de determinar as fungbes das
proteinas e seus dominios, revelando relagdes inesperadas entre elas. Finalmente, por
permitir que a regido reguladora dos genes seja analisada, tem dado aos cientistas uma
importante ferramenta para elucidar o complexo mecanismo de regulacdo génica.

Esses avangos foram auxiliados consideravelmente pelo desenvolvimento de
abordagens metodoldgicas e tecnoldgicas fundamentais que dificiimente seriam
imaginadas até meados da década de 70. Os métodos e os conceitos da genética
molecular s&o, de fato, revolucionarios. A tecnologia do DNA recombinante compreende
uma mistura de técnicas, algumas novas e algumas emprestadas de outros campos, como
da genética de microorganismos. Essas inovagbes levaram a uma aumentada
sensibilidade na identificacdo cromossdmica e contribuiu significativamente para a
localizag&o dos genes e para o mapeamento fisico (Cohen, 1989; Cohen e cols., 1993;
Thompson e cols., 1993; Alberts e cols., 1994; Jorde e cols., 1996). A aplicacdo destas
técnicas aumentou a compreensao dos processos moleculares em todos os niveis, desde
0 gene ao organismo como um todo, e forneceu os alicerces do crescente arsenal de
procedimentos laboratoriais para a deteccdo e diagndstico de muitas microdele¢des
(Alberts e cols., 1994).

Uma das descobertas fundamentais para o desenvolvimento da biologia
molecular foi a descoberta, no inicio da década de 70, da existéncia de enzimas
bacterianas conhecidas como endonucleases de restricdo. Essas enzimas purificadas de
diferentes bactérias, cortam o DNA de dupla hélice em sitios especificos definidos pela
sequéncia de nucleotideos local (geralmente palindromicas), produzindo fragmentos de
DNA de tamanhos definidos. Como diferentes bactérias produzem diversas enzimas com
diferentes especificidades, torna-se relativamente simples encontrar uma nuclease de
restricdo que criara um fragmento de DNA que inclua um determinado gene em particular

(Alberts e cols., 1994).
| Foi descoberto, ainda nos anos 70, um método para analise dos fragmentos de
DNA obtidos pela digestdo com enzimas de restricdo: o Southern blotting. Essa técnica

envolve a hibridizacdo do DNA, onde acidos nucléicos de filamento unico s&o isolados e
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misturados com sondas marcadas de modo a permitir sua subsequente deteccédo (Jorde e
cols., 1996). Os fragmentos de DNA sdo separados por eletroforese em gel de agarose.

As bandas de DNA no gel de agarose podem ser evidenciadas porque a sonda
utilizada apresenta um radioisétopo (P & geralmente usado) emitindo particulas B
energéticas que s&o facilmente detectadas por autoradiografia. As sondas podem ter de 15
a milhares de nucleotideos de comprimento. Reagdes de hibridizacdo usando sondas de
DNA s&o muitos sensiveis e seletivas, sendo capaz de detectar seqléncias
complementares presentes em quaisquer concentragdes. ‘

Com essa técnica de Southern blotting poderiamos, por exemplo, determinar se
um determinado gene sofreu um rearranjo por uma delegdo ou por insergcdo de uma
sequéncia curta de DNA. A diferenga em um Unico par de base em uma determinada
posicdo cromossdmica, por exemplo, poderia eliminar um sitio de clivagem da enzima,
trazendo grandes diferengcas no comprimento de certos fragmentos de restrigdo.
Similarmente, pequenas delegdes ou inser¢des poderiam mudar o tamanho do fragmento
de restricdo em que se encontram (Alberts e cols., 1994).

Quando o DNA de individuos normais da populacéo € digerido por enzimas de
restricdo, nota-se variabilidade no que diz respeito aos fragmentos gerados. Em outras
palavras, pode-se dizer que existe na populagdo um polimorfismo de comprimento de
fragmento de restricdo (RFLP). Os RFLPs podem ser usados para o mapeamento genético
porque a diferenga entre o tamanho dos fragmentos que um individuo herda séo
rapidamente detectados por Southern Blotting com uma sonda complementar a uma
sequéncia especifica de DNA na regié&o.

A existéncia de microdelecdes também pode ser evidenciada pela analise de
polimorfismos de comprimento de fragmentos de restricdo. Assim, por exemplo, se
suspeitamos de microdelecdo em uma determinada regido cromossdmica, e existem
RFLPs conhecidos nessa regido, pode-se utilizar esse tipo de analise para detecgdo da
delecdo. O DNA do paciente é digerido com uma enzima de restricdo particular e os
segmentos resultantes sdo separados por eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos
sdo desnaturados por exposicdo a NaOH e posteriormente transferidos para uma
membrana. Essa membrana € utilizada para hibridizagdo com sonda radioativa, que
permitird a identificagdo de segmentos complementares (técnica de Southern Blotting).
Desse modo, pode-se saber se existe uma sequéncia de interesse no DNA testado.

De todas as técnicas moleculares, somente a hibridizacdo in situ com

fluorescéncia (FISH) tem o poder de combinar a citogenética com a anélise molecular. E
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uma técnica relativamente nova que combina as vantagens da especificidade do DNA com
a visualizagdo microscopica direta em um procedimento aplicavel & cromossomos
metafasicos ou a células em intérfase.

Segundo Engelen e cols. (1996), a técnica de FISH representa o avangco mais
significativo da citogenética desde a descoberta das técnicas de bandeamento. Através
dessa técnica pode-se identificar segmentos cromossdmicos, correlacionar estruturas
cromossdmicas com a localizagdo de genes, revelar anomalias cripticas ndo detectaveis
pelas técnicas de bandeamento €, analisar e descobrir rearranjos complexos.

A hibridizag&o in situ com fluorescéncia utiliza sondas cromossomo-especificas
que em contato com o DNA em estudo, hibridizam-se. Essas sondas sdo marcadas com
varios fluorocromos que produzem sinais fluorescentes fortes que ajudam a determinar o
numero de copias de um cromossomo ou segmento cromossomico especifico (Cohen e
cols., 1993).

O desenvolvimento de sondas moleculares usando sequéncias de DNA de
diferentes tamanhos, complexidade e especificidade acoplados aos avangos tecnologicos
(sondas multicores, identificagdo direta, sinal de amplificagdo computadorizado e analise
de imagens) fizeram da técnica de FISH uma poderosa ferramenta de investigagdo, tendo
grande importancia na descoberta e confirmagdo de microdelegdes (Klinger e cols.,
1992; Cohen e cols., 1993; American College of Medical Genetics, 1993). A técnica de
FISH tem a habilidade de detectar dele¢des ou alteragdes menores que 1 milhdo de pares
de bases, sendo a escolha ideal até entdo para a analise de microdelegbes (Rao e cols.,
1995).

Em muitas sindromes tidas como de ocorréncia esporadica e de etiologia
desconhecida, como as sindromes de Rubinstein-Taybi, de DiGeorge e de Miller-Dieker,
pesquisou-se a existéncia de aberragdes cromossdmicas. Na maioria dos casos, nenhuma
anormalidade era visivel & microscopia optica convencional. No caso da sindrome de
Rubinstein-Taybi foram descritos pacientes com translocagbes reciprocas envolvendo a
regido 16p13.3. O ponto de quebra das translocagées no cromossomo 16 foi clonado e as
sondas para a analise da regido deletada foram preparadas. Utilizando a técnica de FISH
outros pacientes com a mesma sindrome mas sem anormalidades cromossdmicas visiveis
a microscopia Optica foram analisados, e foi provado que havia microdele¢éo na regiao
16p13.3 (Donnai, 1994).

A técnica de hibridizagao in situ com fluorescéncia ainda ndo & um procedimento

padrdo nos laboratérios de citogenética, sendo usada como um teste adjunto, com a
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analise convencional servindo como diagnédstico primario (American College of Medical
Genetics, 1993). Rao e cols. (1995) fizeram uma comparacdo entre a andlise
cromossdmica de alta resolugdo e a técnica de FISH, estudando os resultados de analises
de microdelegbes. Foram estudados 31 casos, incluindo 16 de sindrome de Prader-Willi, 3
de sindrome de Angelman, 7 de sindrome de Miller-Dieker e 5 de sindrome de DiGeorge.
Todos os pacientes foram analisados por bandeamento de alta resolugdo e por
hibridizag&o in situ com fluorescéncia. Na maioria dos casos houve 100% de concordancia
entre as duas técnicas, entretanto, em um paciente suspeito de ter a sindrome de
DiGeorge com um cariétipo normal a nivel de 750 bandas, a técnica de FISH identificou
delecao na regido critica.

Baseado neste e em outros estudos recomenda-se que todos os casos
suspeitos de sindromes associadas a microdelegdes devem ser estudados usando FISH,
entretanto, devido as dificuldades associadas ao diagndstico clinico dessas sindromes, a
técnica de FISH nado deve substituir a analise cromossdmica convencional (Rao e cols.,
1995).

A disponibilidade de DNA polimerase e de oligonucleotideos quimicamente
sintetizados tornou possivel amplificar sequéncias especificas de DNA rapidamente sem
necessidade de uma célula viva. De todas as técnicas disponiveis para analise do material
genético, a PCR (Reagdo em Cadeia pela Polimerase) teve um impacto que nenhuma
outra teve, por ser um procedimento conceitualmente simples. Foi desenvolvida a partir de
1985, entretanto, o principio foi descrito em detalhes por Panet e Khorana (1974) alguns
anos antes.

Esta técnica pode ampliar in vitro seletivamente uma unica molécula de DNA ou
RNA vérios milhdes de vezes em algumas horas (McPherson e cols., 1991). Isso
revolucionou o diagndstico e a andlise molecular de muitas doengas genéticas, entre elas,
as sindromes associadas a microdelegdes. Essencialmente, a PCR é um meio artificial de
replicar uma seqéncia curta de DNA rapidamente, de modo que possam ser feitas
milhdes de copias, desde que pelo menos parte da sequéncia de seus nucleotideos ja seja
conhecida.

A parte conhecida desta sequéncia é usada para designar dois
oligonucleotideos sintéticos, cada um complementar a uma cadeia da dupla hélice. Esses
oligonucleotideos funcionam como “primers” para a sintese de DNA in vitro, determinando

o final do fragmento que sera obtido.
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No processo de PCR, o DNA gendmico é isolado geralmente do sangue
periférico do paciente e depois usado como molde para a amplificacdo. Cada ciclo da
reagao requer um rapido tratamento com calor para separar as cadeias da dupla hélice do
DNA. O sucesso da técnica depende, basicamente, do uso de uma DNA polimerase

especial, a Taq polimerase, isolada de uma bactéria termofilica (Thermus aquaticus). Essa

enzima é utilizada porque suporta altas temperaturas, ndo sendo desnaturada por
repetidos tratamentos com calor. Um subsequente resfriamento do DNA na presenca de
grandes quantidades dos dois “primers” permite que esses oligonucleotideos se hibridizem
com a sequéncia complementar.

A mistura €, entdo, aquecida para que a molécula de DNA se desnature. O
resfriamento subsequente permite a hibridizagdo dos “primers” com o DNA molde e a acédo
da polimerase, que copia as duas cadeias do DNA em sentidos inversos. Quando o
procedimento é repetido, os fragmentos recém-sintetizados servem como molde para o
proximo ciclo de aquecimento e resfriamento. Em pouco tempo, o produto predominante na
mistura é o fragmento desejado, cujo comprimento corresponde a distancia entre os dois
“primers” originais.

Cada ciclo dobra a quantidade de DNA sintetizada no anterior e ciclos repetidos
produzem uma acumulagdo exponencial do segmento especifico, aproximadamente 2",
onde n é o numero de ciclos (Saiki e cols., 1988). Poderiamos estimar, por exemplo
32.768 fragmentos apds 15 ciclos de amplificagdo.

Para pesquisa de uma microdele¢cdo em um paciente com sindrome de Prader-
Willi, por exemplo, o produto da amplificagcéo pela PCR é aplicado em gel de poliacrilamida
e em seguida & submetido a eletroforese, onde uma corrente elétrica é usada para separar
os fragmentos de DNA de acordo com os diferentes tamanhos. Para analise dos
resultados, a visualizacdo é feita sob luz ultravioleta apés coloragdo com brometo de
etidio. Se o paciente tiver a microdelegédo, o fragmento especificado pelos “primers” n&o
vai amplificar j& que ele esta deletado, e nenhuma banda sera visualizada. No caso do
paciente normal, como ele tem a regido especificada pelos “primers” poderemos ver uma
ou duas bandas se ele for, respectivamente, homozigoto ou heterozigoto para a mesma.

A PCR tem muitas vantagens em relagao as técnicas anteriores. Primeiro, ela
pode ser usada com quantidades extremamente pequenas de DNA (nanogramas ou
mesmo picogramas, em oposigdo aos microgramas necessarios para clonagem) o que leva
a necessidade de uma pequena quantidade de sangue. O procedimento automatizado

“livre de células” permite a clonagem molecular de um fragmento de DNA em pouco tempo.
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O processo é muito mais rapido do que as técnicas anteriores sendo necessario cerca de
5 minutos para cada ciclo.

O diagnéstico genético da anemia falciforme, que necessitava de uma semana
ou mais, por exemplo, pode ser feito em um Unico dia com PCR. Finalmente, em vista de
poder produzir grandes quantidades de DNA muito puro, em geral ndo é necessario usar
sondas radioativas para detectar sequéncias especificas de DNA ou mutagdes e por isso
podem ser usadas substancias mais seguras e ndo radioativas para a marcagdo, como a
biotina. Mas a PCR também tem desvantagens. A primeira é a necessidade de se
conhecer a sequéncia de DNA que flanqueia a regido de interesse para que se possa
sintetizar os “primers”. A outra desvantagem é a extrema sensibilidade da PCR que torna-a
suscetivel a contamina¢do no laboratério, obrigando a tomada de diversas medidas de
precaugéo (McPherson e cols., 1991).

Apesar de numerosas delecbes terem sido identificadas e associadas a
sindromes dismorficas, o conhecimento dos genes funcionais perdidos nos segmentos
deletados e sua relagdo com consequéncias fenotipicas é extremamente limitado ao
presente (Thompson e cols., 1993). O bandeamento de alta resolugdo e as técnicas de
genética molecular, em geral, tentam levar a uma especificagdo mais precisa da regido
cromossdmica critica que deve ser deletada para levar a manifestagdo de determinado
fendtipo (Jorde e cols., 1996).

A presente monografia pretende realizar uma revisdo sobre diversas sindromes
associadas a microdelegdes, enfatizando o conhecimento sobre as relagbes gendtipo-
fendtipo a luz das informagdes recentes obtidas através de pesquisas usando ferramentas

moleculares.
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Il. SINDROME DE DIGEORGE

A descricdo original da sindrome de DiGeorge derivou de uma discussédo
publicada em um encontro de imunologia (Cooper e cols., 1965) e apenas trés anos mais
tarde DiGeorge (1968) publicou uma descri¢éo formal. Vérios outros autores como Strong
(1968), Kinouchi e cols. (1976), Kimura (1977), Takao e cols. (1980) e Shimizu e cols.
(1984) também descreveram afetados pela mesma sindrome que as vezes pode estar
referida na literatura médica como sequéncia de DiGeorge. A sindrome de DiGeorge
(SDG) é caracterizada por hipocalcemia neonatal decorrente de hipoplasia das glandulas
paratiroides, alta suscetibilidade a infec¢des relacionada a hipoplasia do timo e defeitos
cardiacos congénitos. As caracteristicas faciais incluem pavilndes auriculares de
conformacdo anormal e implantagdo baixa, micrognatia, telecanto com fendas palpebrais
curtas e boca relativamente pequena (Smith, 1989). A figura Il.1 indica a sede do erro do

desenvolvimento responséavel pela SDG.

}f Bolsas Farigeas
g 2L 1. Racesso

."\" ; tubo-timpanico
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| III. Paratireide [T (P:J

[ Timo(T)
| y
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dgsemohimmt:} Arco branquial
responsimel pela \ \ aE: arco adrtico
SDG. .\ bD:artéria sub.

Figura 1l.1: Desenho esquematico da porgédo anterior do intestino primitivo e dos 6rgdos que dele derivam,
em torno da quinta semana de vida embrionaria, assinalando a provavel localizagdo do defeito responsavel
pela sindrome de DiGeorge (Smith, 1989).

Hoje sabe-se que os sinais que constituem a sequéncia de DiGeorge podem
estar associadas a outras sindromes como Zellweger, exposi¢éo a teratdgenos (alcool e
acido retindico) e anomalias cromossdmicas como uma delegdo de 22q11.2. Sabe-se
também que essa delegdo cromossdmica pode estar relacionada a uma grande variedade
de fendtipos como sindrome de Sprintzen, defeitos cardiacos como a tetralogia de Fallot,
truncus arteriosus, e arco adrtico ininterrupto.

Ha algum tempo nédo se sabia a etiologia da SDG, mas presumia-se que fosse
heterogénea. Foram descritos casos de heranga autossdémica dominante, autossdmica

recessiva e ligada ao X (Steele e cols., 1972; Rohn e cols., 1984; Stevens e cols., 1990;
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Driscoll e cols., 1993). Rohn e cols. (1984) descreveram uma familia onde os dois
irm&os e o pai apresentavam caracteristicas da SDG. Apds estudos de bandeamento
cromossdmico convencional que indicaram cariétipos normais, os autores sugeriram que o
padréo de heranga poderia ser autossdémico dominante.

Nessa mesma época, alguns autores comegaram a perceber a existéncia de
aberragbes cromossdmicas. Em 1981, De la Chapelle e cols. observaram SDG em 4
membros de uma familia com translocagbes entre o cromossomo 20 e o 22 e
demonstraram que havia monossomia de 22pter-q11 e duplicagdo de 20p. A partir dessas
observagbes sugeriram que a sindrome de DiGeorge poderia ser causada por uma
deleg&o no cromossomo 22 ou por uma duplicacdo parcial do brago curto do cromossomo
20.

No ano seguinte, a hipétese de que a SDG poderia resultar de uma monossomia
de 22q11 foi confirmada por Kelley e cols. (1982) em 3 pacientes com translocagbes
envolvendo 22q11-qter e outros cromossomos. Greenberg e cols. (1984) usando
bandeamento G observaram a existéncia de monossomia parcial causada por uma
translocagao ndo equilibrada entre o cromossomo 4 € 0 cromossomo 22 em uma crianga
de 2 meses de idade com caracteristicas de SDG. A mée, assintomatica, mostrava uma
deficiéncia parcial de células T e a mesma translocagdo com delegéo de 22q11.

Greenberg e cols. (1988) fizeram andlise de alta resolucdo em 27 de 28
pacientes com caracteristicas de SDG e verificaram que em 18% (5 pacientes) existiam
anomalias cromossdmicas € em 81% (22 pacientes) o cariétipo era normal. A anomalia
cromossdmica encontrada nos 5 pacientes foi uma monossomia, em 3 pacientes era em
22911, em outro era em 10p13 e no ultimo em 18921.33. A monossomia de 22911 nos
trés pacientes foi causada por diferentes fatores. Em um, havia uma delegao intersticial em
22911, em outro, encontraram uma translocagao entre 4q e 22q e no ultimo, a monossomia
era decorrente de uma translocagéo entre 20q e 22q. Wilson e cols. (1992) realizaram
bandeamento de alta resolucdo em 30 casos de SDG e observaram 9 casos de delegao
intersticial em 22q11. Todos os outros casos eram aparentemente normais.

Utilizando analise citogenética por bandeamento G, Monaco e cols. (1991)
encontraram delecéo de 10p e trissomia da regido terminal do brago longo do cromossomo
5 resultante de uma translocagcdo materna balanceada t(5;10)(g35.2;p13). Nao foi
encontrada nenhuma alteragdo no cromossomo 22. Outros autores como Lai e cols.
(1992) também descreveram caracteristicas da SDG em casos de delecdo 10p sem

nenhuma associagao com alteragées na regido 22q11.
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O uso de analises moleculares e FISH com sondas especificas revelaram
delegdes de 22q11 em 21 de 22 casos com cariétipos normais, em contraste com estudo
realizado usando andlise citogenética convencional em 16 pacientes que revelou apenas 6
casos de delecdo em 22911 (Carey e cols., 1992). Ainda em 1992, Driscoll e cols.
(1992a) fizeram analises clinica, citogenética e molecular em 14 pacientes com SDG. O
bandeamento de alta resolugdo foi capaz de detectar delegdo intersticial em 22911 em 5
individuos, dando um resultado inconclusivo para 3 e negativo, ou seja, cariétipo normal
para os seis restantes. Em contraste ao bandeamento de alta resolugdo, a andlise
molecular da mesma regido detectou delegdes em todos os 14 pacientes estudados.

Estes resultados sugeriam que os resultados encontrados por Greenberg e
cols. (1988), Monaco e cols. (1991) e Lai e cols. (1992) ndo poderiam ser considerados
conclusivos, ja que somente foram utilizadas técnicas de bandeamento G e de alta
resolugdo. A concluséo foi que a microdeleg¢ao existia nos pacientes por eles estudados,
mas nao pdde ser detectada pelas técnicas utilizadas por ser muito pequena. E acreditou-
se que a SDG soO poderia ser causada por uma delegdo no cromossomo 22 até outros
autores como Schuffenhauer e cols. (1995), Lipson e cols. (1996), Kato e cols. (1996)
e Daw e cols. (1996) provarem a auséncia de microdelegdes em 22qg11 por técnicas
moleculares em pacientes com quadro clinico de SDG.

Schuffenhauer e cols. (1995) descreveram uma menina de 1 ano e 8 meses de
idade com SDG apresentando monossomia de 10p. A crianga apresentava uma
monossomia de 10p13-pter e trissomia de 10g26-gter devido a recombinagao meidtica de
uma inversao (10)(p13926) materna. O diagnostico de SDG foi feito inequivocamente na
primeira semana de vida devido aos defeitos cardiacos tipicos, timo hipoplastico,
deficiéncia de células T, hipocalcemia e hipoparatiroidismo . A mutagdo-microdelecédo em
22q11, que € a mais comum, foi excluida por analise de FISH e o ponto de quebra no
cromossomo 10 foi mapeado entre os locos D10S189 e D10S191 no brago curto e proximo
ao loco D10S25 no brago longo.

Lipson e cols. (1996) descreveram uma crianga, primeiro filho de pais ndo
consangliineos, sem histéria familial de defeitos congénitos ou problemas do
desenvolvimento, com caracteristicas da SDG. A investigagcdo citogenética por
bandeamento G indicou delecdo no cromossomo 10, 46 XX, del (10) (pter—p13;
p12.2 - gter). A analise de FISH foi realizada com a sonda N25 e os sinais de hibridizag&o
foram encontrados em ambos cromossomos 22 em 15 metafases analisadas. Esse

resultado indica que neste paciente ndo ha dele¢do no loco D22S75 do cromossomo 22.
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Os autores sugeriram que poderia haver homologia entre alguns genes do
desenvolvimento de 22q e 10p, e que os pacientes com fendtipo de SDG ou sindrome
velo-cardio-facial (também associada a delegdo da mesma regido do cromossomo 22), nos
quais n&o s&o encontradas delegbes em 22q, séo fortes candidatos para delegédo em 10p.

Estudos citogenéticos usando técnicas de bandeamento de alta resolugdo |
detectaram delegéo intersticial de 22911.2 em 20% dos pacientes. Entretanto, estudos
moleculares usando RFLPs detectaram microdele¢des em quase todos os pacientes
(Driscoll e cols., 1993). Larson e Butler (1995) utilizaram a técnica de FISH em
pacientes suspeitos de apresentarem a SDG e que n&o apresentavam deleg¢des visiveis
por bandeamento de alta resolugdo. Em 3 casos foram detectadas microdelecdes, e em 2
casos com quadro clinico da SDG nao existia a perda da regido 22g11.2. Os autores
comentam que os pacientes com microdelecdo tinham, aparentemente, quadro clinico mais
caracteristico que os pacientes sem microdelecdo. Os autores concluiram que a técnica de
FISH é util e facilmente aplicavel para o diagnéstico molecular de sindromes associadas a
microdelegdes, particularmente da sindrome de DiGeorge.

Em 1986, Lammer e Opitz sugeriram que a SDG deveria ser heterogénea do
ponto de vista etioldgico. Essa heterogeneidade é discutida pelos autores a luz de
achados que indicam uma populagéo de células da crista neural cefalica como a unidade
dismorfogeneticamente responsavel pelo fen6tipo na SDG. Entretanto, para entender a
base genética da SDG seria necessario caracterizar os genes envolvidos no
desenvolvimento e diferenciacdo de estruturas derivadas dessas células.

Baseados em pesquisas citogenéticas, Driscoll e cols. (1992a) langaram a
hipétese de que a regido critica da SDG (RCDG) esta em 22911, e a partir dai diversas
sequéncias tém sido identificadas. Aubry e cols. (1993) estudaram quatro genes para
proteinas “dedo de zinco” (“zinc finger DNA binding motifs”) mapeados em 22q11.2, regidao
critica para SDG. Um desses genes, o ZNF74, estava deletado em 23 de 24 pacientes com
SDG testados. RNAm transcritos desse gene foram detectados em embrides humanos e
de camundongos, mas nao foram encontrados em tecidos adultos, sugerindo que
alteracdes na dosagem desse fator de transcri¢gdo, em virtude da deleg&o do gene ZNF74,
. devem ser criticas para o desenvolvimento embrionario, explicando os sinais da SDG.
Halford e cols. (1993b) estudaram o gene T70 situado também em 22q11. Esse gene
codifica uma proteina rica em serina/treonina de fun¢do ainda indeterminada. Estudos em

camundongos indicam que tal proteina se expressa durante a embriogénese precoce.
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Esse achado sugere que essa é mais uma proteina que pode ser importante na
determinagéo do fenétipo da SDG.

Em um outro trabalho Halford e cols. (1993a) estudaram outro gene, o
TUPLE1, que esta na RCDG e que se expressa durante a embriogénese do homem e do
camundongo. O produto do gene TUPLE1 tem diversas caracteristicas tipicas de proteina
de controle transcricional e particularmente apresenta homologia com o regulador
transcricional Tup1 de leveduras. Baseados nestas caracteristicas, os autores propuseram
que a haplo-insuficiéncia para TUPLE1 &, ao menos, parcialmente responséavel pela SDG
e anomalias correlatas.

Augusseau e cols. (1986) descreveram um paciente com alguns sinais de SDG
que apresentava uma translocacdo aparentemente balanceada envolvendo os
cromossomos 2 e 22: t(2;22)(q14;q11). O artigo original refere que a mae do paciente
também tinha a mesma translocagdo mas nio apresentava caracteristicas da sindrome.
Entretanto, Budarf e cols. (1995) observaram que publicagdes subsequentes citavam a
mé&e como levemente afetada apresentando fala hipernasal, micrognatia e taxas T4/T8
invertidas, caracteristicas vistas nas sindromes de DiGeorge e Velo-cardio-facial (SVCF).
O fendtipo de SDG no paciente, o fendtipo da mae e a translocagdo balanceada do
cromossomo 22 em ambos, levaram os autores a sequenciarem a regido contendo o ponto
de quebra e analisarem a sequéncia de DNA para a identificagdo do transcrito. Verificou-
se que o ponto de quebra rompeu uma sequéncia ORF (“open reading frame”) de um
suposto gene importante na determinacdo da sindrome, deletando 11 nucleotideos na
jungdo da translocagdo. Os autores comentam que seria importante realizar estudos
moleculares em pacientes sem microdelecao na tentativa de identificar mutagcbes de genes
na regiao envolvida.

Demczuck e cols. (1995a) apontaram para a existéncia de uma forte tendéncia
de que as delecdes de 22g11.2 na SDG fossem de origem materna. Com a experiéncia de
22 casos examinados diretamente e mais 7 casos analisados da literatura, os autores
determinaram a origem parental do cromossomo deletado. Em 24 casos a origem era
materna, o que corresponde a 82,7%. Os autores também analisaram alguns casos de
SVCF (ou sindrome de Shprintzen) e de defeito cardiaco conotruncal isolado, todos
portadores de delegdo em 22g11.2, e observaram que na maioria dos casos, a origem do
cromossomo deletado era materna.

Demczuck e cols. (1995b) descreveram clonagem de um gene da regido

critica que codifica uma proteina receptora de adeséo, suspeita de ser muito importante
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para a migrag&o das celulas da crista neural. Os autores chamaram esse gene de DGCR2
e sugeriram DGCR1 como simbolo para o gene TUPLE1, anteriormente descrito por
Halford e cols. (1993b).

Morrow e cols. (1995) construiram um mapa fisico de 2211 que cobre uma
distancia genética de aproximadamente 9 cM, estimada em 5 Mb de DNA e contendo um
total de 64 marcadores, como ilustra a figura 1.2. Os autores concluiram que
provavelmente o locos D22S75, identificado pela sonda N25, esta localizado em um
intervalo comum a todos os pacientes de SVCF e SDG com delegdo no cromossomo 22.

Pizzuti e cols. (1996) sugeriram que o amplo espectro fenotipico associado a
monossomia de 22911 é uma consequéncia da delecdo de genes contiguos e
descreveram a clonagem de um gene humano homoélogo ao gene dsh (“dishevelled") de
Drosophila. O gene dsh codifica uma fosfoproteina que esta envolvida na determinagéo
dos segmentos no embrido do inseto. Sequéncias homélogas ao gene dsh estdo
posicionadas na regido critica da SDG e se encontram ausentes nos pacientes. No
homem, os produtos génicos desta regido sdo expressos em diferentes tecidos fetais e
adultos, incluindo o timo e, em altos niveis, o coracdo. A analise do DNAc correspondente
revelou homologia com o gene Dv/-1 de Xenopus e de camundongo, que sd0 0S Unicos
genes homoélogos ao dsh de Drosophila conhecidos até o momento em vertebrados e que
parecem ser fundamentais para a morfogénese normal. Trata-se de mais um exemplo de
alteragcdo em genes conservados relacionada a sindromes na espécie humana.

Roberts e cols. (1997) clonaram um gene de galinha (CHIRA) que se expressa
durante o desenvolvimento embrionario na placa, no tubo e na crista neural, no
mesénquima da cabega e em estruturas dos arcos branquiais. Em estudos embrioldgicos,
foram produzidas fenocdpias da SDG pela disrupgéo no desenvolvimento da crista neural.
Desse modo, genes que, como o CHIRA, se expressam na crista neural e parecem estar
relacionados ao desenvolvimento de estruturas derivadas, podem ser considerados genes
candidatos para a etiologia da SDG e de outros quadros relacionados a delegbes da
regiao 22q11.

Muitos pacientes com SDG e SVCF apresentam uma grande delegdo em
22911.21-911.23, medindo cerca de 1,5 Mb de comprimento. A menor regido deletada tem
sido limitada a uma area de 250 Kb, denominada regido critica minima (RCM), que inclui o
loco D22S75 identificado pela sonda N25 (Gong e cols., 1997). Pesquisas mais recentes
tém se concentrado na identificacdo de genes desta regido minima (Gottlieb e cols.,
1997).
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Figura 11.2: Mapa fisico de 22q11. Os marcadores usados para construir o mapa estao indicados ao lado da

linha.
Modificada de Morrow e cols., 1995.
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Gong e cols. (1997) isolaram e caracterizaram um gene, o DGS/, altamente
conservado na RCM. Esse gene tem 10 exons e 9 introns, incluindo 1702 pares de bases
(pb) de sequéncias de DNAc e 11 Kb de DNA gendmico. A proteina produzida tem 476
aminoacidos com um peso molecular de 52,6 Kd. O gene dgsi murino, correspondente ao
humano localizado no cromossomo 16 do camundongo, contém o mesmo numero de
exons e introns, e a proteina traduzida tem 479 aminoacidos com 93,2% de identidade com
a produzida pelo homem. Os autores também realizaram analise de mutagdes desse gene
em 16 pacientes que n&o apresentavam delegbes em 22q11.2 e que possuiam
caracteristicas clinicas de SDG e SVCF. A pesquisa revelou oito seqiéncias variantes que
incluiam a regido 5 néo transcrita, a regido codificadora e regiées de introns proximas as
fronteiras com exons. Sete dessas oito variantes foram observadas em controles normais,
sugerindo que ha auséncia de importancia etioldgica.

Gottlieb e cols. (1997) identificaram um gene chamado GSCL (‘goosecoid-
like”) na regido critica minima em 22q11.2. Esse gene se expressa em tecidos derivados
da crista neural, e em camundongos é essencial para o desenvolvimento cranio-facial
normal. Supde-se que codifique uma proteina reguladora. Os genes identificados na RCM

e a direcdo dos seus transcritos estao ilustrados na figura I1.3.
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Figura 11.3: Regido cromossAmica da sindrome de DiGeorge. A parte de cima da figura corresponde a regiao
do cromossomo 22 que estd comumente deletada nos pacientes de SDG e SVCF. A regido expandida
corresponde a RCM. As posigoes e as diregdes dos transcritos estdo indicados por setas.

Modificada de Gottlieb e cols., 1997.

Holmes e cols. (1997) estudaram um paciente com caracteristicas clinicas da
SDG e da SVCF (sinais dismérficos faciais, deficiéncia mental, aracnodactilia e anomalias
genitais). Esse individuo apresentava uma translocagdo balanceada envolvendo os

cromossomos 21 e 22 (21:22) (p12;911). O ponto de quebra no cromossomo 21 estava
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localizado em uma regido telomérica associada a DNA repetitivo relacionado a RNAr,
tornando improvavel que o fenétipo esteja associado com uma interrupgdo nessa regiéo.
Por outro lado, o ponto de quebra no cromossomo 22 pode interromper uma sequéncia na
regido 3’ codificadora do gene CLTCL (gene semelhante a cadeia pesada da clatrina) que
leva a produgdo de um transcrito truncado. Esse achado é bastante sugestivo de um papel
importante desse gene no fenétipo da SDG e SVCF. O paciente estudado pelos autores
apresentava apenas algumas das caracteristicas comumente observadas em afetados
pelas SDG e SVCF, sugerindo que alteragdes em outros genes seriam importantes para o
aparecimento de caracteristicas fenotipicas adicionais.

A associagdo da SDG com outras localizacdes cromossémicas além de
22911.2, sugere que diversos genes estao envolvidos no controle da migracdo das células
da crista neural e sua subsequente fixacdo e diferenciagdo em diferentes lugares durante
a embriogénese. Uma explicagdo para a ampla variagdo no fenétipo pode ser a
necessidade de varios genes defeituosos para produzir a versdo grave da sindrome.
Fatores ambientais poderiam também ser relevantes na manifestagao do fenétipo.

Caracteristicas de SDG tem sido descritas em criangas com evidéncia clinica de
Sindrome do Efeito do Alcool sobre o Feto. Amman e cols. (1982) estudaram quatro
criangas, filhas de mées alcodlatras, que apresentavam imunodeficiéncia e hipocalcemia
com niveis baixos de paratormdnio. Além disso, todas apresentavam lesées
cardiovasculares idénticas as que ocorrem na SDG, e duas delas tinham auséncia de timo.
Os autores sugerem que o alcool pode ter interrompido a migragéo de células da crista
neural.

Lammer e cols. (1985) investigaram 21 criangas malformadas cujas méaes
estiveram expostas ao teratégeno isotretinoina (vitamina A). Oito dessas criangas tinham
defeitos conotruncais ou anomalias adrticas, 6 tinham micrognatia, 3 tinham palato fendido
e 7 tinham defeitos do timo. Diversas dessas criangas satisfaziam o critério diagndstico de
SDG. Os autores chegaram a conclusdo de que fatores ambientais podem levar a um
desenvolvimento andmalo semelhante ao decorrente de uma delecdo de 22q11. As
caracteristicas principais da SDG associadas ao uso da isotretinoina, s&o explicadas pelo
efeito da substancia nas células da crista neural e tem sido postulado que poderia afetar
também outras células do sistema nervoso central (Coberly e cols., 1996).

Wilson e cols. (1993) descreveram duas criangas com caracteristicas de SDG
nascidas de mées diabéticas tratadas com insulina. As criangas tinham agenesia renal

unilateral. Estudos citogenéticos nas maes e nas criangas apresentaram resultados
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aparentemente normais. Estudos moleculares utilizando sondas para a regido critica de
DiGeorge ndo demonstraram microdelegdes de 22911 nem nas mées nem nas criangas.
Baseados nestes dados, os autores concluiram que a diabete materna € um fator
patogénico na SDG. Driscoll e cols. (1993) também fizeram analise molecular e néo
encontraram microdelegbes em 22911 em duas criangas, que também apresentavam
sinais da SDG, filhas de maes insulino-dependentes.

Os trabalhos de Lammer e cols. (1985), Wilson e cols.(1993) e Driscoll e
cols. (1993) apdiam a hipbétese de que fatores ndo genéticos podem levar ao
aparecimento da SDG (fenocopias).

Pode-se afirmar portanto, que a dele¢&o de genes na regido 22q11.2 tem papel
inquestionavel na etiologia da SDG. Pesquisas recentes também indicam que outros

genes em outras regides cromossdmicas podem igualmente ter papel etioldgico.
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lll. SINDROME VELO-CARDIO-FACIAL

Shprintzen e cols. (1981) descreveram 39 pacientes com uma sindrome
caracterizada por palato fendido (ou fenda sub-mucosa), anomalias cardiacas, face tipica
(ponte nasal alta, micrognatia e anomalias oculares), microcefalia, deficiéncia mental,
baixa estatura, dedos longos e hiperextensiveis e dificuldades na aprendizagem. Esse
quadro clinico ficou conhecido como sindrome de Shprintzen ou sindrome velo-cardio-
facial (SVCF). A figura 1ll.1 ilustra as caracteristicas fenotipicas faciais na sindrome Velo-

cardio-facial.

i

Figura Ill.1: Caracteristicas fenotipicas faciais em paciente com SVCF (Smith, 1989).

Em outro trabalho, Shprintzen e cols. (1985) alegaram que SVCF é a mais
comum entre as sindromes associadas a fissura palatal, estimando que 8,1% das criangas
com palato fendido que por eles foram atendidos apresentavam a SVCF.

As dificuldades na aprendizagem, caracterizam-se por problemas com
abstracdes, compreensao de leituras e com matematica, e sdo encontradas em todos os
casos de SVCF como os sinais faciais. Anomalias cardiacas foram encontradas em 82%.
Hipocalcemia neonatal ocorre em aproximadamente 13%. A observagdo de recorréncia
familial com transmissao vertical levou a hipétese de heranga autossémica dominante ou
dominante ligada ao X (Smith, 1989). O relato de um caso de transmissao de pai para filho
fez com que se descartasse a hipétese de heranca ligada ao X e que se admitisse a

autossdmica dominante (Meinecke e cols., 1986).
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Dunham e cols. (1992) mostraram que a sequéncia HP500 geralmente
deletada na SVCF est4 localizada no mesmo YAC de 450Kb que o gene COMT, que
poderia também estar deletado.

Existe grande semelhancga clinica entre a SDG e SVCF o que foi interpretado
como uma conexdo etiolégica. A SDG, como se sabe, esta associada a delec;ées em
22911, detectada na maioria dos casos por analise molecular.

Scambler e cols. (1992) e Driscoll e cols. (1992) apresentaram as primeiras
evidéncias de microdelegbes em 22qg11 nos pacientes com SVCF. Por técnicas de
bandeamento de alta resolucéo, Driscoll e cols. (1992) detectaram delecéo intersticial de
22911.21-911.23 em 3 dos 15 pacientes que analisaram. Os doze pacientes restantes
apresentavam cromossomos aparentemente normais. Analise molecular com sondas da
regido critica de DiGeorge em 22g11, detectaram delegdes em 14 dos 15 pacientes. Em
duas familias, as dele¢cdes foram detectadas tanto no pai afetado como no probando,
sugerindo uma transmissdo autossdmica dominante da SVCF devido a segregacdo da
delecdo. Kelly e cols. (1993) encontraram monossomia com o uso de FISH para uma
regiao de 22q11 em 12 pacientes com SVCF que foram examinados por sondas de DNA.

Uma alta taxa de psicoticos foi encontrada entre os pacientes e seus parentes
afetados, sugerindo que poderia existir um gene associado a esquizofrenia no
cromossomo 22 ou que rearranjos do DNA desta regido poderiam ser importantes para a
etiologia de algumas formas dessa doenca. Karayiorgou e cols. (1995) descreveram os
resultados de dois estudos que examinaram a coincidéncia genética entre a esquizofrenia
e a SVCF. No primeiro estudo, os autores caracterizaram duas deleg¢bes intersticiais
identificadas em 22911 em uma amostra de pacientes esquizofrénicos. O tamanho das
delecdes foi estimado estar entre 1,5 e 2 Mb. No segundo estudo, os autores investigaram
se as variagdes no tamanho das delegdes estdo associadas com o fenotipo esquizofrénico
nos pacientes de SVCF. Os resultados sugeriram que uma regido do genoma, previamente
implicada por andlise de ligagdo génica, poderia ter lesdes genéticas que aumentam a
susceptibilidade a esquizofrenia.

Para determinar a relagdo entre doengas psiquiatricas, SVCF e delegbes do
cromossomo 22, Carlson e cols. (1997) examinaram 26 pacientes com SVCF por métodos
clinicos e moleculares. Esses pacientes eram criangas e adolescentes que apresentavam
doencas psiquidtricas como doenca afetiva bipolar, dificuildade de atengcdo e
hiperatividade. Os pacientes adultos (mais de 18 anos de idade) eram todos afetados por

doenca afetiva bipolar. A andlise da perda da heterozigosidade de todos os 26 pacientes
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revelou que tinham um grande delecdo (comum) de 3Mb. Os autores concluiram que ndo
ha correlacdo entre o fendtipo da esquizofrenia e a presenca de delegcdes em 22q11,
sugerindo que o que existe € somente uma etiologia genética comum.

Lynch e cols. (1995) descreveram o caso de um homem de 34 anos de idade
com atrofia cerebelar de etiologia desconhecida. Esse homem havia sofrido cirurgia para
corregéo de fissura palatal e durante o periodo neonatal apresentou hipocalcemia. Além
disso, o mesmo individuo era portador de defeito cardiaco congénito (comunicacéo inter-
atrial) e possuia caracteristicas faciais tipicas da SVCF. Estudos de citogenética molecular
mostraram uma delec¢do de 22q11.2 (del(22)(911.21-911.23)). Essa descricdo representa o
primeiro caso de uma doenga neurodegenerativa com SVCF ou SDG.

Morrow e cols. (1995) usaram 11 marcadores polimérficos com repeticées em
tandem (STRPs) para estudar 15 individuos com SVCF e seus pais ndo afetados. O
estudo revelou que 82% dos pacientes apresentavam microdelecdo e que a origem
parental do cromossomo deletado ndo era relevante para as manifestagdes fenotipicas. Os
pacientes estudados eram suspeitos hemizigotos para os marcadores D22S941 e
D22S944.

As pesquisas realizadas até o momento em pacientes portadores de SDG e
SVCF indicam que uma propor¢cdo consideravel apresenta delegcdo na mesma regiao
cromossdmica (22q11.2) e que os afetados por SDG apresentam dele¢gdes maiores,

envolvendo mais genes que os afetados por SVCF (Korf, 1996).
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IV. SINDROME DE LANGER-GIEDION

A sindrome de Langer-Giedion (SLG) caracteriza-se por deficiéncia mental,
anomalias faciais (nariz bulbuso e septo nasal largo), micrognatia, pavilhdes auriculares
grandes e proeminentes, anomalias epifisarias e cabelos escassos. A sindrome de Langer-
Giedion tem similaridade com a doenga tricorrinofalangeal tipo | (STRF-I), particularmente
no que se refere as caracteristicas faciais, cabelos escassos e anomalias das epifises. As
caracteristicas distintivas incluem deficiéncia mental, microcefalia e exostose multipla que
ocorrem na SLG. A sindrome é também referida na literatura como STRF tipo Il. A maioria
dos casos de sindrome de Langer-Giedion encontrados sdo esporadicos e mais frequente

no sexo masculino. A figura IV.1 ilustra caracteristicas da sindrome de Langer-Giedion.

Figura IV.1 : Caso de SLG no periodo neo-natal e aos sete anos de idade (Smith, 1989).

Buhler e cols. (1980) descreveram o caso de uma garota com caracteristicas
sugestivas da SLG associada com uma delegdo terminal de 8g. A analise citogenética
demonstrou auséncia da banda g24 em um dos cromossomos 8. No mesmo ano, Pfeiffer
(1980) descreveu um garoto com SLG que apresentava deficiéncia mental e outras
caracteristicas como coloboma de iris e defeitos de 4° e 5° dedos. O autor observou a
delegcao do segmento q13-22 do brago longo do cromossomo 8.

Wilson e cols. (1981) encontraram delec&o intersticial de 8922.8-g24.1em um
garoto de 17 anos que apresentava exostose multipla e atraso no desenvolvimento. O
paciente n&o tinha o nariz tipico bulboso e nem apresentava epifises cbdnicas
caracteristicas da SLG. Gorlin e cols. (1982) analisaram dois pacientes com SLG e

gncontraram cromossomos normais ao bandeamento proféasico. Turleau e cols. (1982)



25
propuseram que o segmento critico da SLG era o 8g23, € ndo o 8qg22. Zaletajev e
Marincheva (1983) estudaram um paciente com caracteristicas tipicas da SLG e delecdo
intersticial do brago longo do cromossomo 8 (banda 8qg22) resultante de um rearranjo
complexo entre os cromossomos 1 e 8: 46, XY, inv(8)(g23-924.2), del(8)(g22.1-g22.3),
ins(8;1)(922.1;p32.1 p34.1;924.2).

Buhler e Malik (1984) sugeriram que a menor regido de delecdo em 8q envolvia
a banda g24.1. Langer e cols. (1984) descreveram 4 casos sem deficiéncia mental e
revisaram 32 casos previamente descritos, }onde caracteristicas como desenvolvimento
atrasado da fala e perda de audigdo também foram notadas. Os autores comentaram que
n&o havia preferéncia em casamentos consanguineos e grupos étnicos e que também néo
havia recorréncia familial com excegdo de gémeos concordantes monozigoticos.
Entretanto, Brenholz e cols. (1989) descreveram SLG em dois irmdos cuja méae
aparentava também ser afetada.

Bowen e cols. (1985) descreveram um menino intelectualmente normal de 18
anos de idade com SLG e uma pequena delecdo das bandas 8g24.11-8924.12 e uma
translocagdo aparentemente balanceada envolvendo os cromossomos 2 e 9
(2;9)(921;913). Os autores ndo encontraram nenhuma anormalidade cromossomica nos
pais, e estimaram que o risco de recorréncia da SLG para filhos do probando
provavelmente seria 50%.

Brocas e cols. (1986) mostraram que o loco da tireoglobulina, localizado em
8924, estava intacto em pacientes portadores da sindrome, confirmando a localizagao
distal previamente definida para a SLG. Os autores atribuiram a regido critica da SLG a
parte proximal da banda 8924 (8q24.11-q24.13). Buhler e cols. (1987) concluiram que a
SLG é causada por uma delegao que se estende de 8924.11 a 8924.13, enquanto que a
STRF-I é causada pela delegdo do segmento 8924.12. Okuno e cols. (1987) descreveram
um caso tipico da SLG com delec¢ao intersticial de 8924.13-924.22, concluindo que uma
parte da banda 8924.1 é reéponsével pela sindrome. Zaletaev e cols. (1987) estudaram 3
pacientes de SLG nédo aparentados e também encontraram dele¢bes em 8q, identificando
a regido critica em 8924.13-q24.13. Outros trabalhos como o de Fennell e cols. (1989)
confirmam que o segmento critico para a SLG envolve a parte proximal de 8924.1.

Ludecke e cols. (1989) descreveram a microdissecgdo da regido da SLG no
cromossomo 8 metafasico e com bandeamento G, e realizaram amplificagdo enzimatica do
DNA. Segmentos dessa regido foram clonados e utilizados como sondas em portadores de

SLG. Dois pacientes foram estudados e verificou-se que 50% das sondas permitiam
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identificagéo da delegdo. Os resultados demonstram que milhares de sondas regido-
especificas podem ser isoladas em um curto periodo de tempo. Ludecke e cols. (1991)
em um outro trabalho, usaram 13 marcadores de DNA provenientes de uma biblioteca de
microdissec¢éo 8924.1-especifica e sondas para os genes MYC e TG com a finalidade de
mapear os pontos de quebra em 16 pacientes com SLG. Doze pacientes tinham uma
delegdo visivel citogeneticamente, dois tinham uma translocacdo aparentemente
balanceada e os dois restantes apresentavam cariétipos normais. O clone L48 (D8S51)
definiu @ menor regido de delegdo, estimada em menos de 2 Mb. Os clones que
flanqueavam esta menor regido de delecdo reconheceram sequéncias altamente
conservadas durante o processo evolucionario.

Hou e cols. (1995) construiram um mapa fisico cobrindo 4 Mb de 8g24.1 e
usaram esse mapa para refinar a localizagdo dos genes responsaveis pela SLG. O mapa
foi feito utilizando clones que se sobrepunham (“overlapping DNA clones”). O ponto de
quebra de uma translocagéo balanceada t(8;9)(q24.1;933.3) proveniente de um paciente
com STRF-I foi encontrado localizado exatamente no fim da regido minima de delecgéo.
Uma delegdo em 8924.11-g24.3 em um paciente com exostose multipla também foi
encontrada no final da regido minima deletada na SLG, indicando que o gene EXT1 esta
distal do gene RTPST e dando suporte para a hipétese que a SLG é decorrente da perda
de copias funcionais dos genes RTPS1 e EXT1.

Usando clonagem em cromossomos artificiais de leveduras, Southern blotting,
analise de PCR e FISH no estudo de dele¢des, inversdes, inser¢des e translocagdes do
cromossomo 8 em pacientes com SLG, STRF-I ou exostose multipla, Ludecke e cols.
(1995) obtiveram informacgdes indicando que o gene TRPS1 mapeia a cerca de 1000 Kb do
gene EXT1 e que ambos os genes estdo afetados na SLG. Os autores concluiram que a
SLG n&o é decorrente do efeito pleiotréopico de mutagdo em um Unico gene, mas que €

uma sindrome de genes contiguos.
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V. SiNDROME DE MILLER-DIEKER

A sindrome de Miller-Dieker (SMD) é uma doenga caracterizada por
microcefalia, micrognatia, lisencefalia, cortex espesso com 4 ao invés de 6 camadas e
agenesia de corpo caloso. Estdo associadas outras caracteristicas como deficiéncia no
crescimento poés-natal e aspecto facial caracteristico que incluem frontal amplo e
proeminente , ponte nasal baixa e labio superior proeminente com uma borda vermelha
fina. Frequentemente, ha um periodo prolongado de ictericia neonatal. Outras

malformacdes associadas incluem defeitos cardiacos e gastro-intestinais congénitos. A

figura V.1 mostra algumas caracteristicas associadas a sindrome de Miller-Dieker.

s

Figura V.1: Facies de um paciente com SMD (Smith, 1989).

Casos de recorréncia na mesma irmandade levaram a hipdtese de heranca
autossdbmica recessiva (McKusick, 1997). Em 1983 foi publicado o primeiro caso da
sindrome associada a aberracdo do cromossomo 17 (cromossomo 17 em anel) por
Dobyns e cols.. Outros casos de cromossomo em anel e monossomia parcial da regido
17p13 foram publicados posteriormente (Ledbetter, 1983; Stratton e cols., 1984;
Selypes e Lazlo, 1988; Sharief e cols., 1991). Todos esses casos foram estudados por
técnicas de citogenética convencional.

Em 1988, Dhellemmes e cols. observaram microdelecdo de 17p em um
paciente. Dobyns e cols. (1991) estudaram 25 pacientes utilizando técnicas citogenéticas
e moleculares. Os autores observaram delecédo de 17p13 em 14 casos através de analise
citogenética e, quando métodos moleculares foram aplicados, verificou-se que 21

pacientes apresentavam delecdo. Kuwano e cols. (1991) e Masuno e cols. (1995)
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usando FISH, observaram translocagdes cripticas envolvendo o cromossomo 17 em 2
pacientes.

Atualmente, estima-se que 90% dos pacientes tém delecdo visivel ou
submicroscopica em 17p13.3. Cerca de 50-70% dos casos de SMD mostram dele¢des em
17p13.3 visiveis & microscopia 6ptica enquanto quase todo o restante tem delecdes
submicroscopicas mais facilmente demonstradas por FISH (Kuwano e cols., 1991;
Dobyns e cols., 1993).

Reiner e cols. (1993) clonaram um gene chamado L/S-7 que esta deletado nos
pacientes com SMD. A sequéncia de aminodcidos deduzida da proteina codificada por
esse gene mostrou homologia com as subunidades 3 das proteinas G, importantes para o
desenvolvimento cerebral. A haplo-insuficiéncia com relagdo a esse gene parece levar a
sindrome, o que significa que 50% da dosagem do produto génico € incompativel com o
desenvolvimento embrionario normal.

Hattori e cols. (1994) mostraram que o gene L/S-1 &, de fato uma subunidade
do fator de ativagdo de plaquetas (FAP) no cérebro, que esta envolvido em uma grande
variedade de processos biolégicos normais e patolégicos (Hanahan, 1986).

Chong e cols. (1996) caracterizaram o gene L/S-1 demonstrando a presenca
de 11 exons. Os autores estudaram 3 casos de SMD que nao tinham dele¢cbes detectadas
por FISH e observaram a existéncia de mutagdes de ponto (mutacdes missense e
nonsense) e uma delecéo de 22 pb na jungdo do 9° intron/exon, provavelmente levando a
“splicing” anormal. Esses achados confirmam a hipétese de que mutagdes no gene L/S-1
s&o a causa do fendtipo na sequéncia de lisencefalia isolada e na sindrome Miller-Dieker.
Junto com os resultados da analise de delec¢do para outros pacientes de SLI e SMD, esses
dados sdo também consistentes com outras sugestées de que genes distai a L/IS-1 séo
responsaveis pelo dismorfismo facial e outra anomalias nos pacientes com SMD.

A lisencefalia isolada, isto €, ndo associada a outras caracteristicas fenotipicas,
tem causa heterogénea. Cerca de 20-30% dos casos tem dele¢do submicroscdpicas em
17p que podem ser detectadas pela sonda L132 e cerca de 40% apresentam delegéo no
gene LIS-1 (Dobyns e cols., 1993). Infecgéo intra-uterina por Citomegalovirus (CMV) e
insuficiéncia placentaria precoce podem também ser outras causas da doenga.

Recomenda-se o uso de FISH para o diagnéstico da sindrome e investigagéo
dos pais, que podem ter rearranjos cripticos. O diagnéstico rapido também pode ser
conseguido utilizando-se PCR e marcadores VNTR que se sabe estarem deletados nos

pacientes com SMD (apenas nesses casos € ndo nos casos de lisencefalia isolada).
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V1. SiNDROME WAGR - ANIRIDIA E TUMOR DE WILMS

A sindrome WAGR inclui genitalia ambigua e deficiéncia mental em adigdo a
aniridia e ao tumor de Wilms. Tem sido sugerido que em cerca de uma em 70 a 90
criangas com tumor de Wilms & encontrado aniridia, e 20% das criangas com aniridia
desenvolvem tumor de Wilms (Friedman, 1986).

Em muitos casos a associagédo € decorrente de uma delecdo cromossdmica
intersticial envolvendo a banda 11p13. Essa delegdo ndo é sempre evidente por analise
cromossdmica convencional e a técnica de FISH pode ser necesséria para demonstra-la
(Fantes e cols., 1992).

Drechsler e cols. (1994) encontraram delecdes citogenéticas em trés de onze
casos esporadicos com aniridia € um em nove casos familiais. A chamada sindrome
WAGR é como as demais mencionadas nessa revisdo, uma sindrome de genes contiguos,
sendo as diversas caracteristicas fenotipicas atribuiveis a perda de genes adjacentes. Os
genes que s&o responsaveis pela aniridia e pelo tumor de Wilms ja foram identificados e
clonados (Jorde e cols., 1996). |

Estudos moleculares mais detalhados mostraram que as delegées envolvendo o
loco WT1 levam ao desenvolvimento do tumor de Wilms. Esse gene situa-se em 11p13 e
codifica uma proteina reguladora dedo de zinco (“zinc finger”). Sabe-se que a inativagao
das duas cdpias desse gene dispara a carcinogénese no rim, caracterizando o loco WT
como um gene de supressao tumoral.

Pritchard-Jones e cols. (1994) descreveram um caso com sindrome WAGR e
leucemia mieldide aguda e demonstraram que havia uma mutagéo de ponto no loco WTT.
Pelletier e cols. (1991) demonstraram mutag¢des no gene WT71 em dois casos de tumor de
Wilms e anomalias genitais.

Acredita-se que o gene WT71 ndo seja o0 Uunico responsavel pelo
desenvolvimento do tumor de Wilms. Na mesma regido cromossdmica em que esta
localizado esse loco, foram identificados outros genes que se expressam no rim. Em
algumas familias, por exemplo, o gene relacionado ao tumor esta em 11p15 e n&o em
11p13. Em outros casos, a localizagéo do loco envolvido n&o é conhecida (Thompson e
cols., 1993).

Ton e cols. (1991) isolaram o gene Pax (“paired-box like gene”) da regido
11p13 e mostraram que ele estava deletado em dois pacientes com aniridia. Esses genes

Pax ou “paired box” foram descobertos em Drosophila, e estédo envolvidos com a regulagéo
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do desenvolvimento. As proteinas codificadas por esses genes tém um mddulo que
permite ligacdo ao DNA, e esse mddulo € o chamado “paired box” que em Drosophila
consiste de 128 aminoacidos. A ligagdo dessas proteinas ao DNA ativa a transcricdo de
outros genes. Na mosca ja foram identificados 5 genes desse tipo e todos parecem estar
envolvidos com a segmentagao do corpo. A pesquisa de genes homdlogos em eucariotos
superiores, inclusive o homem, usando sondas obtidas desses genes, revelou até o
momento, a existéncia de 9 genes Pax no genoma humano. Um desses genes (Pax-6) esta
deletado nos pacientes com aniridia e esse loco € homdlogo ao loco sey (“small eye”) do
camundongo. Mutagbes desse gene estdo associadas aos casos de aniridia isolada e
sindrdmica (Jordan e cols., 1992; Davis e Corvell, 1993; Martha e cols., 1994; Korf,
1996).
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VII. SiNDROME DE WILLIAMS

Williams e cols. (1961) foram os primeiros a descrever a sindrome de Williams
(SW) e em 1962, Beuren e cols. expandiram a relagdo das caracteristicas fenotipicas que
incluem face tipica, defeitos cardiacos, deficiéncia mental com personalidade amigavel e
hipercalcemia durante a infancia. As caracteristicas faciais podem ficar mais grosseiras
com o passar da idade (Lopez-Rangel e cols., 1992). Hipoplasia de esmalte, estrabismo e
hérnias inguinais também sdo comuns na SW. Essa sindrome, de ocorréncia esporadica,
foi considerada como condicionada por gene autossdmico dominante ou de etiologia
desconhecida.

Colley e cols. (1992) descreveram uma garota com dois anos e meio de idade
com uma translocagdo ndo balanceada “de novo” entre os cromossomos 13 e 18 (cariétipo
45, XX,-13,-18,+der(18), t(13;18)(q13;923)) que apresentava diversas caracteristicas da
sindrome de Williams. Essa foi a primeira descricdo de um caso da sindrome associado a
aberragcdo cromossémica.

Curran e cols. (1993) observaram a ruptura do gene da elastina, situado em
7911 em uma familia com segregacdo para estenose aodrtica supravalvular e uma
translocac&o balanceada. Morris e cols. (1993) sugeriram que 0 gene da elastina poderia
estar envolvido na SW. Ewart e cols. (1993) identificaram hemizigosidade no gene da
elastina em 4 casos familiais e em 5 casos esporadicos da SW, confirmando os achados
anteriores.

Outro gene envolvido na patogénese da sindrome é o gene da LIM-quinase-1
(Monaco, 1996). Haplo-insuficiéncia para o gene RFC2 tem sido postulado como um fator
etiolégico importante. Além do mais, a hemizigosidade para o gene L/IMK7 tem sido

proposto como a base para disturbios cognitivos observados nos afetados.



32

VIIl. SINDROME DE SMITH-MAGENIS

A sindrome de Smith-Magenis (SSM) € uma sindrome de microdelecdo que
envolve o segmento p11.2 do cromossomo 17. As caracteristicas s&o variaveis, mas é
provavel que o padréo de comportamento seja 0 mais sugestivo para o diagnéstico.

Conduta auto-destrutiva como arrancar as préprias unhas e introduzir objetos
estranhos nos proéprios orificios corporais s&o alguns dos exemplos do comportamento.
Algumas criangas batem suas cabegas e mordem seus pulsos com ferocidade. Muitos
pacientes tem um padrédo de sono perturbado, com dificuldades para adormecer e para
continuar dormindo, causando problemas para os pais. As caracteristicas dismérficas dos
pacientes com SSM as vezes se assemelham ao fenétipo associado a SPW, pequenos e
obesos.

A regido cromossdmica envolvida que esta duplicada na doenga de Charcot-
Marie-Tooth Tipo IA e a auséncia de reflexos do tenddo tém sugerido que uma neuropatia
esta envolvida na SSM. '

Ja em 1986, quando Smith e cols. descreveram a sindrome, associou-se o
quadro clinico & delegéo intersticial do cromossomo 17. Muitos casos foram descritos
posteriormente, sempre associados a mesma delegéo (Stratton e col., 1996).

Tandan e cols. (1990) estudaram a origem do cromossomo deletado em 15
pacientes e os resultados ndo foram sugestivos de que o “imprinting” gendmico pudesse
desempenhar papel relevante na etiologia do quadro.

Usando sondas para o braco curto do cromossomo 17, Moncla e cols. (1993)
identificaram trés microdele¢des diferentes em pacientes com SSM. Através da técnica de
Southern blotting, os pesquisadores verificaram que em todos os pacientes analisados
havia dele¢édo de dois marcadores de 17p11.2: D17S29 e D17S71.
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IX. SINDROME DE PRADER-WILLI

A sindrome de Prader-Willi (SPW) foi descrita pela primeira vez por Prader e
cols. (1956) e, posteriormente, melhor definida por Laurance (1961) e Prader e Willi
(1963). Hipotonia e hipogenitalismo no sexo masculino sdo sinais clinicos presentes ao
nascimento; apés um periodo de desenvolvimento ponderal deficiente, relacionado a
dificuldades de succdo e degluticdo, sobrevem a hiperfagia e os afetados comecam a
ganhar peso rapidamente, atingindo a obesidade com distribuicdo de gordura do tipo
centripeta. O retardo de desenvolvimento neuropsicomotor é evidente e o comportamento
mental pode ir desde a deficiéncia moderada até a profunda (Batista, 1983). A
longevidade ndo é conhecida, mais parece estar encurtada devido a problemas ligados a
obesidade. O paciente mais velho, com 43 anos, foi descrito por Juul e Dupont (1967). A

figura IX.1 indica caracteristicas da sindrome de Prader-Willi.

Figura IX.1: Caracteristicas fenotipicas associadas a SPW (Smith, 1989).

A SPW pode ser considerada uma doenga neuroenddcrina (Ishikawa e cols.,
1996) caracterizada principalmente por uma redugdo na atividade fetal, hipotonia
muscular, deficiéncia mental, baixa estatura, hipogonadismo hipogonadotréfico, méos e
pés pequenos, hiperfagia e obesidade (Toth-Fejel e cols., 1996). A etiologia da sindrome
foi questionada por muito tempo, mas sabe-se hoje que estd associada a perda da
contribuicdo paterna da regido 15911-q13, resultado ou de uma delecdo do cromossomo
15 paterno (60-70%) (Butler e Palmer, 1983), ou de dissomia uniparental (DUP) materna

(33%) (Mascari e cols., 1992). Entretanto, uma pequena porcentagem dos casos (menos



34

de 2%) apresentam uma anormalidade no processo de “imprintig” gendmico que causa a
n&o expressdo de genes paternos na regido critica da SPW (American Society of Human
Genetics/American College of Medical Genetics Tests and Technology Transfer
Committee, 1996).

Existem poucos relatos de ocorréncia da sindrome em gémeos, mas nos trés
pares de monozigoéticos descritos, os dois membros do par eram afetados (Brissenden e
Levy, 1973; Naselli, 1981). Ja Royer (1963), Evans (1964) e Jancar (1971) descreveram
trés pares de gémeos dizigoéticos, em que apenas um membro do par era afetado. Desde a
descrigdo original da sindrome, a maioria dos pacientes relatados era casos isolado,
entretanto, diversos autores referiram casos de recorréncia familial.

Gabilan (1962) descreveu duas familias onde havia recorréncia na mesma
irmandade, e em um dos casos havia consanguinidade entre os pais (primos em 1° grau).
Jancar (1971) também descreveu incidéncia familial. Hall e Smith (1972) descreveram
dois homens afetados que eram primos em primeiro grau. Um deles tinha estatura e
inteligéncia normais. Clarren e Smith (1977) também descreveram irmaos e primos em 1°
grau afetados e calcularam um risco empirico de recorréncia de 1,6% para irmaos de
afetados. Esses relatos levaram autores como Gabilan e Royer (1968) e Emberger e
cols. (1977) a sugerirem padrdo de heranga autossdmico recessivo ou ocorréncia de
mutagao dominante para os casos de SPW.

Estudos citogenéticos nos casos esporadicos foram realizados por inumeros
autores. Os primeiros achados, obtidos por andlise citogenética convencional em
cromossomos metafasicos revelaram delec¢des e translocagdes envolvendo o brago longo
do cromossomo 15 (15g11). A analise de cromossomos prometafasicos revelou
aberragcdes envolvendo a mesma regido em pacientes com cariétipo aparentemente
normal em analise convencional.

Estima-se que as dele¢des da regido 15911.2-q12 séo responsaveis por 70-
80% dos casos de SPW. A maioria sdo delegdes intersticiais, muitas das quais podem ser
visualizadas por bandeamento de alta resolugdo. Uma parcela menor de casos consiste de
translocagbes né&o balanceadas, frequentemente “de novo”, facilmente detectadas por
métodos convencionais de analise cromossdmica. Em todos os casos, o cromossomo
deletado € o de origem paterna. No restante dos pacientes, a SPW relaciona-se a
dissomia uniparental (DUP) materna onde, geralmente, a andlise citogenética mostra

resultados normais. Entretanto, em poucos casos, tanto translocagbes balanceadas,
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familiais ou “de novo”, como pequenos cromossomos supranumerarios sdo observados
(OMIM).

Butler e cols. (1986) encontraram delegdo intersticial no cromossomo 15 (ponto
de quebra q11 e q13) em 21 de 39 casos e um caridtipo aparentemente normal nos
restantes. Por estudos de heteromorfismos do cromossomo 15, demonstrou-se que a
delecdo de 15q era de origem paterna em todos os casos. Os genitores eram sempre
normais e todas as dele¢des foram eventos “de novo”.

Em 1989, Kennerknecht comentou que o conhecimento mais profundo sobre os
mecanismos etiologicos responsaveis pela SPW sé seria conseguido através de pesquisas
a nivel moleculér. Muitos outros casos de SPW associados a aberragbes cromossdmicas
foram relatados na literatura, sendo que a imensa maioria dos casos com translocagdes
(balanceadas ou n&o) tinha o brago longo do cromossomo 15 translocado para a regiéo
telomérica de outro cromossomo (Cuouco e cols., 1990).

Cuoco e cols. comentaram em 1990 que a etiologia da SPW ainda ndo havia
sido esclarecida e referem um caso de recorréncia em irmaos publicado por Lubinsky e
cols. (1987) como favoravel a hipdtese autossdbmica recessiva (os pacientes eram
citogeneticamente normais). O primeiro artigo que relata o envolvimento de uma
translocagé&o entre cromossomos do grupo D na SPW (mais tarde identificada como uma
translocagado 15-15) data da década de 60 (Buehler e cols., 1963). Translocagdes
adicionais foram encontradas subsequentemente, e depois da introducdo do bandeamento
cromossdmico ficou dbvio que pelo menos um cromossomo 15 estava envolvido em todos
os casos (Zuffardi e cols., 1978; Kucerova e cols., 1979; Guanti, 1980).

Smith e Noel (1980) descreveram uma garota afetada pela SPW que
apresentava a mesma translocagdo balanceada 4;15 que sua méae e outros membros
normais da familia. Nicholls e cols. (1989) descreveram uma familia similar e
demonstraram que o probando tinha herdado o cromossomo materno com a translocacéo
mais o homélogo materno normal, mas nenhum cromossomo 15 paterno. Fernandez e
cols. (1987) descreveram uma familia onde o pai, qué carregava uma translocagao
balanceada entre o 15 e o 22, teve dois filhos afetados pela SPW devido a uma
segregacdo nao balanceada.

Hulten e cols. (1991) descreveram uma familia na qual uma translocagé&o
balanceada envolvendo a regido 15913 foi segregada. As mulheres com a translocagao
apresentavam um risco aumentado de terem filhos com SA, enquanto que, os homens com

a translocacdo apresentavam um risco aumentado de terem filhos com SPW. A origem
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exclusivamente paterna das delegbes foi confirmada por andlises citogenética e molecular
realizadas por Magenis e cols. (1990), Zori e cols. (1990) e Robinson e cols. (1991).

Diversos mecanismos t&m sido propostos para a origem da DUP no homem
(Mutirangura e cols., 1993), entre eles:

1. Complementacdo gamética, na qual um gameta nulossémico e um gameta

normal se fundem;

2. Trissomia para dissomia, onde um evento de ndo-disjuncdo meiotica em um
dos pais contibui com dois cromossomos para uma zigoto triploide, seguido
de uma perda pos-zigotica do homologo do outro pai;

3. Monossomia para dissomia, onde um gameta nulissdmico se funde com outro
normal, seguido de um evento de ndo-disjungdo pds-zigdtico que duplica os
cromossomos de um dos pais.

Nicholls e cols. (1989) estudando casos de SPW onde nenhuma delegdo era
citogeneticamente evidente, foram os primeiros a demonstrar dissomia uniparental
materna usando analise de RFLPs em duas familias. Dois cromossomos 15 maternos
diferentes (heterodissomia), aparentemente intactos, estavam presentes. Robinson e
cols. (1991) usaram técnicas citogenéticas e moleculares para examinar 37 pacientes com
caracteristicas de SPW. Caracteristicas clinicas em somente 28 pacientes preenchiam os
critérios diagnosticos para SPW. Em 21 desses pacientes, uma delegcdo da regido
15911.2-912 pode ser identificada molecularmente, incluindo diversos casos onde
resultados citogenéticos foram inconclusivos. Entre 7 casos foi constatada DUP materna
para a regiao 15911-q13, 5 eram de heterodissomia (cromossomos diferentes de mesma
origem) e 2 de isodissomia (cromossomo idénticos de mesma origem). Nove pacientes que
nao preenchiam o critério clinico para SPW mostraram heran¢a normal de marcadores
materno e paterno do cromossomo 15, entretanto um deles carregava um cromossomo 15
em anel. Deste modo, todos os casos tipicos de SPW mostraram ou uma dele¢do ou uma
DUP materna de 15911.2-q12. Os pacientes com dissomia uniparental ndo mostravam
caracteristicas adicionais ou mais graves que os pacientes com dele¢do. Nos casos de
dissomia, entretanto, encontrou-se um aumento significativo na idade materna, sugerindo
uma associacgao entre a idade materna avangada com a nao-disjungéo cromossdmica.

Mascari e cols. (1992) demonstraram DUP materna para o cromossomo 15 em
18 de 30 pacientes sem a delecdo citogenética (60%). Mais tarde, eles confirmaram a
observagdo de Robinson e cols. (1991) que o fendmeno estava associado com a idade

materna avancada. Em 8 desses pacientes (27%) os autores identificaram grandes
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delegGes moleculares. Os 4 pacientes restantes (13%) tinham evidéncia de heranca
biparental normal para o cromossomo 15; 3 desses pacientes eram 0s Unicos no estudo
que apresentavam algumas caracteristicas atipicas. Eles estimaram que cerca de 20% dos
casos de SPW resultam de DUP materna, e que pelo uso combinado de técnicas
citogenéticas e moleculares, a base genética da SPW pode ser identificada em ao menos
95% dos pacientes.

Mitchell e cols. (1996) compararam 79 casos de SPW com DUP e 43 casos
com delegbes. Apesar de ndo haver grandes diferencas clinicas entre as duas classes de
pacientes, a idade materna e paterna estava significativamente aumentada nos pacientes
com DUP. Hipopigmentacéo foi encontrada em 77% no grupo com delegdo comparada
com somente 39% das criangas com DUP.

Mutirangura e cols. (1993) realizaram estudos moleculares com as sondas
IR4-3R (D15S11), LS6-1 (D15S113) e GABA receptor B3 (GABRB3) em 20 pacientes de
sindrome de Prader-Willi e em 9 pacientes de sindrome de Angelman. Os autores
demonstraram heterodissomia materna em 8 pacientes com SPW. Em contraste, 2 casos
de SA mostraram isodissomia paterna para todos os marcadores testados ao longo do
cromossomo 15. Robinson e cols. (1993) mostraram dados indicando que a maioria
(82%) das n&o-disjungbes maternas que levam a DUP e causam a SPW, envolvem um
erro na meiose-l, enquanto muitos casos de DUP paterna levando a SA s&o causados por
erros na meiose-ll ou, mais frequentemente, na mitose.

Ledbetter e cols. (1980) estudaram pacientes com translocagdes
aparentemente balanceadas envolvendo o cromossomo 15. Os autores sugeriram que a
sindrome, nesses casos, poderia ser devida a uma alteragao na expressao génica. No ano
seguinte, em outro trabalho, Ledbetter e cols. (1981) estudando 45 casos com
diagnéstico clinico de SPW, concluiram que uma pequena dele¢do no brago longo do
cromossomo 15 seria a causa das caracteristicas clinicas encontradas nos casos de SPW
com translocacdes. Dos casos estudados, 25 pacientes mostravam anormalidades do
cromossomo 15, onde em 23 era uma delegao intersticial envolvendo a regido q11-q13.
Muitos artigos publicados posteriormente, por exemplo os de Orstavik e cols. (1992) e
Tommerup (1993), confirmam os achados citogenéticos ou dele¢gao molecular.

Kirkilionis e cols. (1991) construiram um longo mapa de restricdo da regido
15911.1-g12 usando eletroforese em campo pulsado e enzimas de restricdo raras. Um
mapa “contig” de YACs preliminar foi descrito por Kuwano e cols. (1992). Ozcelik e cols.

(1992) refinaram a localizagdo do gene SNRPN (“small nuclear ribonucleoprotein N”) na
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regido minima de delecdo. Mutirangura e cols. (1993) publicaram um mapa “contig”
completo da regido critica da SPW e SA e discutiram o papel potencial da DUP nas duas
sindromes. Buiting e cols. (1993) construiram um mapa “contig” de restricdo da regido
critica minima (RCM) da SPW definida pela menor regido de delecdo coincidente entre

pacientes com SPW. A figura IX. 2 ilustra a regido critica minima para a SPW e SA.

Regido critica minima da SPW

A
D15S9 D15S13 Srnpn D15S10 D15S12
| I | [
cen t.iiaiafillillEiW M B ' | | tel
D15S11 D15S63 GABRB3 GABRAS5
¢ FRS Toeeeeen 1

Regido critica mimina da SA
Figura 1X.2: Diagrama indicando a RCM deletada nos pacientes de sindrome de Prader-Willi e de Angelman.

Modificada de Donaldson e co/s., 1994.

Driscoll e cols. (1992) estudaram o segmento de 15q11-q13 com relacdo as
diferencas na metilacdo do DNA em pacientes com SPW (20 casos de delecdo e 20 de
DUP) e pacientes com SA (26 casos de delecdo e 1 de DUP). Eles encontraram que as
sequéncias identificadas pelo DNAc DN34, que foi altamente conservado durante o
processo de evolugdo, demonstram grandes diferencas na metilagdo do DNA dos alelos
parentais no locos D15S63. Clayton-Smith e cols. (1993) investigaram a metilagdo em
dois primos em primeiro grau, um com SA e o outro com SPW. O padrdo de metilagéo
variou de acordo com a origem parental, dando evidéncias da associagdo com o
“imprinting” gendmico. Por isso, a metilacdo do DNA pode ser usada como uma ferramenta
segura de diagndstico pos-natal. Dittrich e cols. (1992) encontraram que um determinado
sitio de restricdo no locos D15S63 em 15q11-gq13 estd metilado somente no cromossomo
de origem materna. Baseados nesta diferenca encontrada, os autores projetaram um teste
diagndstico rapido para pacientes suspeitos de terem SPW ou SA.

O homologo humano para o locos p de camundongos foi encontrado ser
equivalente ao locos D15S12 que mapeia na regiao de delecéo (Rinchik e co/s., 1993).
Mutacdes em ambas coOpias do gene P foram encontradas em pacientes com albinismo
oculocutaneo tipo Il, sugerindo que a delecdo de 1 cdpia desse gene € a causa da

hipopigmentacéo observada nas SPW e SA.
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Teécnicas moleculares, como a PCR, mostraram que o gene SNRPN se expressa
em individuos normais e nos portadores da SA, ndo se expressando em fibroblastos
oriundos de pacientes com SPW (tanto com delegcdo como com DUP materna) (Glenn e
cols., 1993). Reed e Leff (1994) mostraram que no homem, como no camundongo, ha
“imprinting” materno do gene SNRNP, suportando a hipétese de que a auséncia paterna
do gene é responsavel pelo fenétipo na SPW. Em dois irmaos com fendtipo tipico de SPW
mas sem uma delegdo detectavel citogeneticamente em 15q, Ishikawa e cols. (1996)
demonstraram delec&o de SNRPN por FISH.

Multiplos genes situados na regido localizada entre o gene SNRPN e o locos
D15S10 foram identificados por Sutcliffe (1994). O autor mostrou que ao menos 4 genes,
SNRPN, PAR1, PARS e PAR7, sdo expressos somente no cromossomo de origem paterna.
Wevrick e cols. (1994) identificaram outro gene nesta regido e designaram /[PW para
“imprinted gene” na regido da SPW, que somente se expressa no cromossomo 15 de
origem paterna.

Teshima e cols. (1996) realizaram analise de FISH para detec¢ao laboratorial
de delecdes em 15911-q13 vistas na SPW e SA usando sondas para os locos D15S11,
SNRPN, D15S10 e GABRB3. Em uma amostra de 118 pacientes com SPW e SA, 29
apresentaram delecdes. Os autores concluiram que a andlise de FISH é uma ferramenta

muito Util e rapida para detec¢do de microdelegdes em 15911q13.
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X. SINDROME DE ANGELMAN

As caracteristicas principais da sindrome de Angelman (SA) sdo microcefalia,
deficiencia mental com énfase em uma profunda imperfeicdo na fala e movimentos
convulsivos afetando especialmente o tronco e também os membros superiores. Ataques
de risos, geralmente acompanhados por palmas, sdo frequentes e as criancas, em geral,
s&o bem humoradas.

Delecdes ou rearranjos do brago longo do cromossomo 15 (15911-q13) s&o
vistos em 60-75 % dos casos de SA, sendo que a delecdo é sempre no cromossomo 15 de
origem materna. A detecgéo das delegbes nem sempre € possivel na analise citogenética
convencional, sendo evidentes apenas por alta resolugdo ou FISH. Uma pequena
propor¢éo dos casos apresentam dissomia uniparental (DUP) paterna para o cromossomo
15 (Malcom e cols., 1991). Existem hipbteses de que os casos resultantes de DUP
apresentam um fendtipo mais brando (Bottani e cols., 1994). Entretanto, ao menos 20 %
dos individuos afetados tém cromossomos normais e nao apresentam nenhuma evidéncia
de dissomia (Chan e cols., 1993).

Na grande maioria dos casos, a sindrome & de ocorréncia esporadica havendo,
entretanto, relatos de recorréncia familial (Kuroki e cols., 1980; Pashayan e cols., 1982)
e de concordancia em gémeos monozigéticos (Hersh e cols., 1981). Com base em
resultados obtidos em pesquisas citogenéticas e moleculares, Saitoh e cols. (1994)
classificaram 61 casos de SA em quatro categorias: a) Familiais sem dele¢éo; b) Familiais
com delecado submicroscopica; c) Esporadicos com deleg¢ao e d) Esporadicos sem delegéo.
Dentre os casos esporadicos e familiais sem dele¢ao ndo foi constatada DUP.

Kishino e cols. (1997) e Matsuura e cols. (1997) demonstraram que o gene
para a proteina E6-AP ubiquitina ligase (UBE3A) € uma das causas da SA. Matsuura e
cols. (1997) identificaram mutagbes truncadas “de novo” em pacientes com a SA,
indicando que UBE3A é o gene da sindrome. Kishino e cols. (1997) encontraram novas
mutagdes no gene UBE3A em pacientes com SA que nédo apresentavam dele¢des, DUP ou

“imprinting”.
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Xl. Sindrome de Rubinstein-Taybi

Deficiéncia mental, baixa estatura, nariz em bico, estenose pulmonar, anomalias
vertebrais e esternais, alargamento dos polegares e haluces (com forma espatulada),
estrabismo, hirsutismo e epicanto sdo sinais caracteristicos da sindrome de Rubinstein-
Taybi (SRT), ocorrendo frequentemente nos portadores (Giroux e Miller, 1967; Padfield e
cols., 1968; Pagnan, 1988). A figura mostra um paciente com caracteristicas de sindrome

de Rubinstein-Taybi.

Figura Xl.1: Lactente de poucos meses apresentando a SRT (Smith, 1989)

Ha muito se discute a etiologia da sindrome de Rubinstein-Taybi. A grande
maioria dos afetados é caso isolado na familia, mas a observagéo de casos de recorréncia
familial levou a hip6tese de heranga monogénica. Padfield e cols. (1968) e Der
Kaloustian e cols. (1972) descreveram afetados, na prole de pais consanguineos, o que
pode ser considerado como sugestivo de heranga autossdmica recessiva. Simpson e
Brissenden (1973) averiguaram 112 familias e, num total de 243 irmaos, encontraram
somente uma irmandade com 2 afetados. Essa frequéncia € maior que a esperada por
acaso, de acordo com a frequéncia populacional, mas esta abaixo do esperado no caso de
fendétipo autossdmico recessivo.

Outros autores como Gillies e Roussounis (1985) também relataram a
ocorréncia de sindrome de Rubinstein-Taybi em irm&os filhos de pais normais. No mesmo
artigo, os autores descrevem uma familia na qual um afetado tinha um irméo e uma irma

normais que tiveram filhos afetados. Essa observagcédo levou a hipdtese de herancga
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autossdbmica dominante com penetrancia incompleta e expressividade variavel. Entretanto,
o fendtipo do probando e dos outros afetados ndo foi considerado caracteristico da
sindrome por outros autores, o que tornou essa hipétese questionavel.

Estudos em gémeos monozigéticos encontraram 6 pares concordantes e 4
pares: discordantes para a sindrome (Kajii e cols., 1981; Schinzel e cols., 1979;
Baraitser e Preece, 1983). Essa taxa de concordancia levou varios autores a afirmar que
fatores genéticos seriam importantes para o aparecimento da sindrome, e um mecanismo
multifatorial foi sugerido (Pagnan, 1988).

Na pesquisa do fator etiologico responsavel pela SRT, muitos autores
realizaram estudo citogenético de afetados. Kajii e cols.(1981) e Baraitser e Preece
(1983) referem a ocorréncia de aberracbes cromossOmicas estruturais em 3% dos
pacientes.

Wulfsberg e cols. (1983) estudaram 8 pacientes com SRT mas nao detectaram
nenhuma anormalidade visivel no bandeamento de alta resolu¢do. Em 1987, Berry em
artigo de reviséo sugeriu que a SRT estaria associada a uma microdelecdo, e comenta
que os dados familiares, os estudos em gémeos e a variabilidade fenotipica, sao
inteiramente compativeis com esse mecanismo etiolégico.

Como ja foi mencionado anteriormente, existiam muitos relatos de pacientes
com quadro clinico de SRT e aberragcdes cromossdmicas estruturais. Verificou-se que,
apesar das aberracdes serem diferentes, em todas havia o envolvimento da regiao p13.3
do cromossomo 16. Bazacliu e cols. (1973) reportaram uma paciente com uma
translocacéo t (2;16) (p13.3;p13.3) e um mosaico incluindo uma dele¢éo do brago curto do
cromossomo 2. A partir das observagdes que ja haviam sido feitas, sugeriram que o gene
da SRT poderia estar em 2p13.3, ja que havia uma dele¢do no cromossomo 2 em uma
das linhagens celulares presentes na paciente. Imaizumi e Kuroki (1991) observaram um
caso esporadico de sindrome de Rubinstein-Taybi com a mesma translocacao reciproca
“‘de novo” t (2;16) (p13.3;p13.3). Tommerup e cols. (1991,1992) encontraram uma
translocagéo reciproca aparentemente balanceada “de novo” t (7;16) (934,;p13.3) em um
garoto afetado. O ponto de quebra no cromossomo 16 envolvia a mesma sub-banda p13.3
como foi observado anteriormente por Bazacliu e cols. (1973) e por Imaizumi e Kuroki
(1991). Lacombe e cols. (1992) observaram uma garota com caracteristicas tipicas da
SRT e que apresentava uma inversdo pericéntrica “de novo” no cromossomo 16 (46 XX,

inv (16)(p13.3;913), confirmando a localizagdo do gene em 16p13.3.
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Em um grande estudo colaborativo, Breuning e cols. (1993) observaram dois
pacientes com quadro clinico de SRT que eram portadores de translocagées reciprocas
diferentes, mas que envolviam a regido 16p13.3. O ponto de quebra das duas
translocagdes estava entre as regides identificadas pelas sondas N2 e RT1, situadas em
16p13.3. Usando a técnica de FISH com 2 cores, esses autores demonstraram que o sinal
de RT1 estava ausente em um cromossomo 16 em 6 de 24 pacientes com SRT. Os pais de
alguns pacientes ndo mostraram a delegdo de RT1, indicando um rearranjo cromossémico
“‘de novo’. Mc Gaughran e cols. (1996) descreveram dois pacientes com SRT que
apresentavam uma delegédo na regido visualizada pela sonda RT1, confirmando esta
regido como o locus da sindrome de Rubinstein-Taybi. Aproximadamente 25% dos
pacientes com SRT apresentam delegdo intersticial submicroscopica em 16p13.3
(Breuning e cols. ,7993; Lacombe, 1994).

Hennekam e cols. (1993) investigaram a presenca de dissomia uniparental
(DUP) na sindrome de Rubinstein-Taybi em 19 pacientes e em seus pais. Estudos
moleculares mostraram uma copia do cromossomo 16 de cada pai em todos os pacientes,
excluindo a hipétese de DUP.

Usando a técnica de FISH em pacientes com SRT que possuiam translocacdes
envolvendo o cromossomo 16, Petrij e cols. (1995) foram capazes de situar todos os
pontos de quebra em uma regido de 150 kilobases (Kb) que contém o gene para a
proteina CREB. Em algumas células animais um aumento no AMP ciclico (AMP.) ativa a
transcricdo de genes especificos. A regido reguladora de um gene que é ativado por AMP.
contém uma sequéncia curta de DNA, chamada de elemento de resposta ao AMP. (CRE -
cyclic response element). Essa sequéncia CRE € reconhecida por uma proteina
reguladora gene-especifica chamada proteina CRE de ligagdo (CREB). Quando a proteina
CREB ¢ fosforilada por uma quinase em um residuo unico de serina, € ativada a
transcricdo do gene; a fosforilagdo estimula a atividade transcricional da proteina CREB
sem afetar suas propriedades de ligagdo com o DNA. Se esse residuo de serina é mutado,
a proteina CREB ¢é inativada e nao ha estimulagado do gene na resposta ao aumento dos
niveis de AMP. (Alberts e cols., 1994 ). As microdele¢des, as translocagbes e as
mutacdes de ponto, na regido 16p13.3, implicam em alteragcbes da proteina CREB
causando a SRT. As microdelegcbes podem remover ou o sitio de ligagdo da proteina
CREB ou a molécula da proteina inteira.

Em pacientes portadores de SRT nos quais ndo foram detectadas

microdelecdes, verificou-se a ocorréncia de muta¢des de ponto e de alteragbes no gene da
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proteina CREB (Petrij e cols., 1995), sugerindo que a sindrome de Rubinstein-Taybi n&o
seja uma sindrome de genes contiguos, como sdo muitos dos quadros associados a
microdelegoes. BIBLIGYRCA o LiENCIAS BIOLOGICAS | UFPR

Mutagbes que afetam predominantemente a regulagdo transcricional tecido-
especifica tem sido recentemente associadas a fendtipos de doencas. Apesar dos
mecanismos mutacionais variarem, muitos casos envolvem claramente a perda da fungéo
do gene, sugerindo que o mecanismo genético envolvido é a haplo-insuficiéncia, onde 2
copias funcionais do gene sdo necessarias para gerar suficiente produto génico para um
desenvolvimento normal (Dallapiccola e cols., 1995; Petrij e cols., 1995; Engelkamp e
van Heyningen, 1996). Os pacientes sdo provaveis heterozigotos para a mutacgéo,
portanto, a perda de uma cépia funcional do gene leva a sindrome e possivelmente a uma
aumentada propensé&o ao desenvolvimento de cancer. De fato, em casos de leucemia ndo
linfocitica ha translocagbes entre os cromossomos 8 e 16, e o ponto de quebra do
cromossomo 16 esta localizado na regido correspondente ao gene da proteina CREB.
Nesse caso, portanto a leucemia estaria relacionada a unido do gene da proteina CREB
com um gene ainda n&o conhecido, localizado no cromossomo 8 (Petrij e cols., 1995).

| A sindrome de Rubinstein-Taybi pode ser um dos primeiros exemplos de

sindromes de malformagdes congénitas multiplas e deficiéncia mental causada por um

disturbio da regulagédo génica.
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Xll. ACONSELHAMENTO GENETICO

As agbes de saude em matéria de genética, ndo diferem conceitualmente do
resto das agbes de saude e compreendem os diversos aspectos de diagndstico, prevencéo
e tratamento das enfermidades de origem genética e dos defeitos congénitos.

Moron (1996) afirmou que as malformagbes congénitas constituem uma das dez
primeiras causas de mortalidade infantil. Estudos de morbidade em criangas indicam que
as enfermidades genéticas e os defeitos congénitos representam 10 a 25% das
internagbes em estabelecimentos de assisténcia terciaria de certos centros urbanos da
América Latina (Barreiro e cols., 1976; Penchaszadeh, 1979). Acrescente-se que uma
grande propor¢éo de impedimentos fisicos e mentais, tais como deficiéncia mental, surdez,
cegueira e problemas locomotores, é de origem genética ou congénita e afeta nada menos
que 11% da populacéo (Organizacdo Mundial da Sadde, 1984).

A genética médica distingui-se das outras especialidades clinicas por sua
extensao, além do paciente imediato, para a familia. Quando um disturbio clinico é
diagnosticado, a pessoa afetada e os familiares precisam de ajuda para entender e se
ajustar a natureza e as consequéncias do disturbio, bem como aos meios disponiveis para
alterar essas conéeqUéncias. Se o problema for hereditario, ha uma dimensao adicional: a
necessidade de conhecer o risco genético e 0os meios disponiveis para evitar sua
transmissdo. A consulta genética, uma atividade fundamental na genética médica, é o
processo de fornecimento destas informacdes (Thompson e cols., 1993).

O aconselhamento genético envolve a transmissdo da informagdo sobre
disturbios hereditarios de um profissional da saude para um paciente. Pode ser definido
como um processo de comunicagdo que lida com os problemas humanos associados aos
riscos de ocorréncia ou recorréncia familial de anomalias genéticas, com a finalidade de
ajudar o individuo ou as familias a:

1. compreender os fatos médicos incluindo o diagnéstico, provavel curso
do disturbio, e conduta disponivel;

2. apreciar o modo pelo qual a hereditariedade contribui para o disturbio e
o] riéco de recorréncia em parentes especificados;

3. compreender as alternativas para lidar com o risco de recorréncia,

4. escolher um curso de agdo que parega apropriado quanto a
compreensdo sobre o risco, suas metas familiares, e seus padrées éticos e religiosos,

agindo em concordancia com esta decisao;
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5. fazer as melhores adaptagdes possiveis ao disturbio em um membro
afetado da familia e/ou ao risco de recorréncia desta anomalia (Beiguelman, 1979;
Abuelo, 1986; Jorde e cols., 1996).

A primeira tarefa envolve o estabelecimento do diagndstico e a discuss&o da
histéria natural e conduta da condigdo. Quanto a isto, o tratamento de uma doenca
genética nao difere de qualquer outro tipo de doenca.

A segunda tarefa requer uma compreensdo dos aspectos basicos da genética
médica, especialmente a determinacdo do risco. Para distirbios cromossdmicos e
multifatoriais, os riscos empiricos sdo usados para estimar a recorréncia. Os padrées de
segregacéo s&o usados para prever o risco de recorréncia de disturbios mendelianos.

O terceiro e o quarto objetivos do processo de informag&o genética destacam as
diferengas primarias entre o modelo genético e o enfoque biomédico tradicional. Essas
tarefas envolvem a discussdo de opgbes reprodutivas e a facilitagdo da tomada de
decisGes. Implicita na quarta parte da definicdo é a nogdo de respeito a autonomia da
familia e sua percepgéo do risco do préprio disturbio. Este enfoque foi chamado de nao-
direcionador: o consultor deixa todas as decisdes sobre a futura reproducdo para a familia.
Isto difere um pouco do enfoque médico mais tradicional, no qual sdo feitas
“recomendacgdes” quanto ao tratamento ou intervencgao.

Desse modo fica facil entender que uma das metas prioritarias do
aconselhamento é ajudar as familias a compreender e conviver com uma doenga genética.
Apesar de, em consequéncia disso, o objetivo de evitar o nascimento de pessoas com
doengas genéticas ser frequentemente atingido, € preciso deixar claro n&o tem finalidade
eugénica. O aconselhamento tem a finalidade de defender o bem-estar de individuos ou
de familias, ajudando-os a resolver problemas de natureza genética, tentando esclarecer-
lhes as duvidas e diminuindo ou evitando sofrimento e preocupagdes. Ao contrario dos
principios eugénicos, os do aconselhamento genético visam a defesa dos interesses de
individuos, e ndo os da sociedade, ja que todas as decisbes s&o tomadas exclusivamente
pela familia (Beiguelman, 1979). O geneticista deve somente orientar e nunca decidir pelo
paciente ou pela familia.

A facilitacdo da discussdo quanto a tomada da decisdo reprodutiva é central na
tarefa da informacgao genética. Varios fatores estdo envolvidos na decisdo de uma familia
quanto a futuras gestagdes quando ha um aumento de risco. Os 6bvios sdo a magnitude
do risco e o prejuizo ou impacto da doencga. Entretanto, estes ndo s&o os unicos aspectos

significativos; A percepgéo que a familia tem do disturbio € provavelmente mais importante
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na tomada da decisdo do que a percepgdo que o profissional tem do prejuizo. O
significado da crianca para a familia, de acordo com suas preferéncias religiosas ou
pessoais, &€ bem avaliado no processo de tomada de decis&o reprodutiva. Além disso, as
familias freqlentemente ndo pensam em conviver com a recorréncia da condi¢cdo em outro
filho. A identificagdo destes aspectos para uma familia geralmente ajuda a estimular suas
proprias discussdes. O fato de que existe variagdo na importancia que as pessoas dao ao
risco, ao significado da crianga e a possibilidade de recorréncia, destaca o ponto de que o
profissional deve ser um “facilitador” e ndo um “tomador de decisdes”.

A tarefa final da informagdo genética é ajudar a familia a conviver com a
presengca de um disturbio ou o risco de recorréncia. Esta tarefa é similar ao apoio do
médico de uma familia que lida com qualquer doenga cronica ou incapacidade. O
profissional desempenha um papel vital no apoio as familias nas quais um membro tem
uma doenga genética. As estratégias adicionais de apoio incluem a indicacdo da familia a
um grupo de apoio para doengas genéticas, distribuicdo de informagbes escritas sobre o
disturbio e frequentes visitas de acompanhamento que incluem tempo para discusséo dos
sentimentos e conceitos. Resumindo, a informagéo genética abrange cinco temas: conduta
médica, determinagdo de risco, opgbes de risco, tomada de decisdes reprodutivas e
servigos de apoio.

No caso especifico das sindromes associadas a microdelegdo, a conduta inicial
segue aproximadamente o mesmo padréo indicado para as aberragdes cromossdmicas. E
indicado estudo citogenético do probando, se possivel, diretamente por analise de alta
resolucdo em cromossomos prometafasicos. E conveniente também que os genitores do
afetado sejam analisados para que se exclua uma aberragéao herdada.

Sabe-se que nem sempre o estudo citogenético convencional de alta resolugéo
revela a presengca de perda de material cromossdmico. Portanto, nesses casos, a
confirmacdo da delecdo depende de abordagem molecular, que também pode ser
estendida aos pais.

A técnica de FISH, quando disponivel é excelente para a detecgdo de deleg¢des
pequenas. Essa técnica, entretanto, ndo esta a disposigdo na imensa maioria dos
laboratérios de Genética Clinica do Brasil.

Convém salientar que tanto as técnicas citogenéticas mais usuais como o FISH
podem ser realizadas em células fetais, possibilitando o diagnéstico pré-natal. A

confirmagéo do diagndstico em afetados pode ser feita também através de PCR ou
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analises de RFLPs. Esses métodos s&o aplicaveis tanto no diagndstico pdés como pré-
natal.

Na imensa maioria dos casos 0s riscos de recorréncia sdo baixos, uma vez que
as delegées s&o eventos “de novo”. Constituem excegdes os casos de segregacéo de
translocag&o balanceada presente em um dos genitores, o que implicaria em um risco mais

alto de recorréncia.
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