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RESUMO

A sindrome de Williams-Beuren (SWB) é uma doenca de etiologia genética,
causada por microdelecdes na regido 7gl1-23. As principais caracteristicas clinicas da
sindrome sdo dismorfologias faciais tipicas, cardiopatia congénita e personalidade
amigavel. No entanto, existe uma grande variabilidade fenotipica entre os individuos
afetados pela sindrome, o que estimula os pesquisadores a buscar as possiveis causas
dessa variabilidade. As avaliagbes citomoleculares oferecem informacdes valiosas que
permitem identificar o tamanho e os genes envolvidos na delecdo. O principal objetivo
desse trabalho foi avaliar os métodos citomoleculares utilizados no diagndstico genético
da SWB quanto sua eficiéncia diagnostica e relacdo custo beneficio. O trabalho foi
realizado através de revisdo bibliografica sobre os aspectos clinicos, genéticos e
diagnésticos da sindrome em questdo. Dentre métodos diagndsticos citomoleculares para
a SWB, o mais utilizado é a hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH), que detecta a
delecdo em mais de 95% dos casos. Porém, a técnica de amplificacdo de mudltiplas
sondas dependentes de ligacdo (MLPA) mostrou ser mais informativa, fornecendo um
mapeamento mais preciso da regido deletada, além de ser relativamente simples, de
baixo custo e mais rapida. Um método citomolecular mais abrangente é a hibridizacdo
gendmica comparativa em array (aCGH), que apesar de permitir avaliar todo o genoma do
individuo, ainda ndo tem um custo competitivo e sua abordagem ampla pode gerar dados
sem relevancia clinica e dificeis de interpretar. Assim, a MLPA é a técnica citomolecular

mais adequada para a confirmacédo do diagndstico clinico dos pacientes com SWB.

Palavras-chave: sindrome de Williams-Beuren; aspectos clinicos; citogenética

molecular; diagndstico.



ABSTRACT

The Williams-Beuren syndrome (WBS) is a disease of genetic etiology, caused
by microdeletions in region 7q11-23. The main clinical characteristics of the syndrome
are typical facial dysmorphology, congenital heart disease, and friendly personality.
However, there is a major phenotypic variability between individuals affected by the
syndrome, which stimulates the researchers to seek out the possible causes of this
variability. The assessments of molecular cytogenetics offer valuable information that
can identify the size and the genes involved in deletion. The main objective of this study
was to evaluate the methods of molecular cytogenetics used in genetic diagnosis of
the WBS as its diagnostic efficiency and cost-benefit ratio. The work was carried out
through a review of the literature on the clinical aspects, and genetic diagnosis of the
syndrome in question. Among diagnostic methods of molecular cytogenetics for the WBS,
the most used and in situ hybridization (FISH), which detects the deletion in more than
95% of cases. However, the technigue of multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA) has been shown to be more informative, providing a mapping more precise of the
region deleted, in addition to being relatively simple, low-cost and faster. A method of
molecular cytogenetics more comprehensive is the microarray-based comparative
genomic hybridization (aCGH), that in spite of allowing to evaluate the entire genome of
the individual, is not yet a cost competitive and its broad approach can generate data
without clinical relevance and difficult to interpret. Thus, the MLPA is the most appropriate
technique of molecular cytogenetics for the confirmation of the clinical diagnosis of
patients with WBS.

Key-words: Williams-Beuren syndrome; clinical aspects; molecular cytogenetics;

diagnostic.
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1. INTRODUCAO

A Sindrome de Williams-Beuren (SWB) € uma sindrome de microdelecdo ou de
delecdo de genes contiguos, causada pela perda de uma copia de aproximadamente 20
genes presentes na regiao 79q11-23, que abrange 1.5 a 1.8 milhdes de pares de bases.
Na maioria dos casos, a delecdo ocorre esporadicamente, porém ha relatos de familias
com heranca autossémica dominante para a sindrome (SMOOT et al.,, 2005; POBER,
2010; HONJO et al., 2012; DUTRA et al., 2012).

A SWB ¢é caracterizada por caracteres faciais distintos, baixa estatura, hipotonia,
retardo mental, comportamento amigavel e hiper-social, doenca cardiaca congénita,
hipercalcemia infantil e hipertensédo arterial. Os pacientes com esta sindrome também
podem apresentar outras manifestacdes clinicas variaveis em alguns 6rgdos como rins e
olhos, e sistemas gastrointestinal e osteoarticular. Muitos problemas médicos adicionais
complicam o quadro da SWB, tais como dificuldades de alimentacéo, codlicas, irritabilidade
e anomalias dentais. Todos os pacientes com SWB tém deficiéncias intelectuais, com
grau variando de leve a moderado, e demonstram perfil cognitivo caracteristico de pontos
fortes e fracos (SMOQOT et al., 2005; DUTRA et al., 2012; HONJO et al., 2012).

A depender dos genes envolvidos na delecéo, o fendtipo dos pacientes da SWB
variam de uma estenose adrtica supravalvular (EASV) a uma expressdo completa das
caracteristicas de SWB. Devido a grande variabilidade fenotipica da SWB, ela € um
excelente modelo para estudos de correlagdo gendétipo-fenétipo (POBER, 2010; HONJO
et al., 2012).

Embora relativamente rara, a SWB tem se tornado cada vez mais bem conhecida
em ambos os circulos, profissional e leigo, devido a seu perfil cognitivo de personalidade
e comportamento distintos. Seu amplo espectro fenotipico ainda nédo esclarecido desperta

0s pesquisadores a investigar as possiveis causas dessa variabilidade.

A tipica dismorfologia facial da SWB, em conjunto com um ou mais problemas
meédicos apresentados acima, induzem ao teste laboratorial para confirmar a delecédo de
uma copia dos genes da regido 7q11-23. Técnicas citomoleculares como a hibridizacao in
situ por fluorescéncia (FISH), a amplificacdo de multiplas sondas dependentes de ligacao

(MLPA) e a hibridizagcdo gendmica comparada por arrays (aCGH) séo aplicadas



para confirmar o diagnostico clinico da SWB, apresentando graus de deteccdo e
informacg0des diferentes acerca da delecdo (DUTRA et al., 2012).

Identificar o tamanho das dele¢Ges dos pacientes com SWB e quais genes estao
envolvidos em cada delecdo pode fornecer informacdes valiosas para a correlacédo
genadtipo-fendtipo e essas informacdes podem ser obtidas através da aplicacdo das
técnicas citomoleculares. O principal objetivo dessa pesquisa € descrever as técnicas
citomoleculares que podem ser utilizadas no diagnéstico da SWB e qual delas é mais

adequada para avaliar minuciosamente a delecdo envolvida em casos diversos da SWB.

As vantagens e desvantagens das diferentes técnicas citomoleculares de
diagnoéstico da SWB sdo largamente debatidas no meio cientifico e a definicdo de qual
melhor técnica aplicar em cada paciente € de grande relevancia para conducdo adequada
do paciente durante a busca pela confirmacao do diagnostico etioldégico da doenca. Além
de que, o entendimento dos processos genéticos que levam ao fenétipo da SWB
dependera de uma boa metodologia diagndéstica. Outro aspecto a ser levado em
consideracdo é o custo da instrumentacdo laboratorial e a disponibilidade dessas

técnicas.



2. OBJETIVOS

Esse trabalho tem como objetivo principal descrever a sindrome de Williams-
Beuren a respeito de seus aspectos clinicos, genéticos e diagndsticos.

Os objetivos especificos desse trabalho sao:

e Descrever as caracteristicas clinicas da SWB;

e |dentificar a etiologia genética da SWB e quais 0s genes presentes na regido
7911.23 que tém relagdo com os sintomas clinicos da SWB;

e Associar quais 0s possiveis papéis dos genes deletados com o fenétipo para
SWB;

e Enumerar os métodos citomoleculares de diagndstico para a SWB;

e Estabelecer quais vantagens e desvantagens de cada método citomolecular
apresentado;

e Discutir qual método citomolecular € mais informativo e, a0 mesmo tempo,

com melhor custo-beneficio.



3. METODOLOGIA

A presente pesquisa foi realizada a partir de uma extensa revisdo bibliografica
sobre os aspectos clinicos, genéticos e diagndsticos da sindrome de Williams-Beuren,
com base na busca de artigos em livrarias cientificas online, tais como SCIELO (Scientific
Eletronic Library Online) e NCBI (National Center for Biotechnologylnformation), utilizando
os bancos de dados PubMed, PubMed Central e PubMedHealth.

O trabalho foi realizado no periodo de outubro de 2012 a fevereiro de 2013. Os
termos de pesquisas utilizados foram: Williams-Beuren syndrome; Williams-Beuren
syndrome cytogenetics; Williams-Beuren syndrome aspects clinics; Williams-Beuren
syndrome aspects genetics; Williams-Beuren syndrome cytogenetics diagnostic; Williams-
Beuren syndrome MLPA; Williams-Beuren syndrome FISH; Williams-Beuren syndrome

aCGH. A busca foi feita por meio de palavras presentes nos titulos e resumos dos artigos.

A selegao dos artigos de interesse foi em conformidade com 0 assunto proposto,
sendo descartados os estudos, que apesar de constarem nos resultados das pesquisas,

nao estavam diretamente relacionados com o tema dessa revisao bibliografica.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 HISTORICO

Os primeiros relatos de casos do que hoje chama-se sindrome de Williams-Beuren
foram descritos como duas enfermidades diferentes, aparentemente n&o-relacionadas.
Williams et al. (1961) relataram um quadro clinico distinto em que pacientes
apresentavam estenose adrtica supravalvular, caracteristicas faciais incomuns, retardo de
crescimento e “subnormalidade” mental. Pouco tempo depois, Beuren et al. (1962)
independentemente, descreveram essa mesma condicdo, porém incluindo no fendtipo
outras estenoses vasculares, anomalias dentérias e personalidade amigavel (SMOOT et
al., 2005). Descricdes subsequentes de pacientes com caracteristicas comuns aos
fendtipos citados acima indicaram que estas eram variagdes de uma mesma doenca, a
sindrome de Williams-Beuren (POBER, 2010).

A primeira causa atribuida a SWB foi a teratogenicidade da vitamina D, baseado
em experimentos que mostram estenose adrtica supravalvular e anomalias cranianas em
fetos de coelhos expostos a altas doses de vitamina D. Mais tarde, duas evidéncias
convincentes mostraram que a sindrome de Wiliams-Beuren é genética e néo
teratogénica: a transmissdo da SWB de pais para filhos e a caracterizacao fenotipica da
sindrome de estenose aodrtica supravalvular familiar de heranga autossémica dominante.
A estenose aortica supravalvular familiar, a qual também é causada por delecdo do gene
da elastina (ELN), esta associada com anomalias cardiovasculares que sdo comuns na
SWB, porém com poucas outras caracteristicas encontradas na sindrome de Williams-

Beuren (POBER, 2010).

A partir de entdo, a SWB passou a ser reconhecida por suas caracteristicas mais
aparentes, descritas inicialmente por Williams e Beuren e seus respectivos colaboradores,

e a ser considerada uma doenca de etiologia genética.

4.2 EPIDEMIOLOGIA

Embora a SWB seja uma sindrome amplamente reconhecida, dados de sua
prevaléncia na populacdo geral sdo limitados. A incidéncia relatada da SWB esta entre

1:7.500 e 1:20.000. Essa ampla variacdo na incidéncia relatada para a SWB pode ter



ocorrido por dificuldades na identificagdo e encaminhamento de pacientes para
diagndstico, como aqueles que apresentam dismorfologias indistintas ou atipicas, sendo
estes negligenciados. A SWB néo apresenta nenhuma preferéncia étnica ou sexual,
sendo diagnosticada em diferentes grupos étnicos e areas geograficas (STROMME, 2002;
HELLER et al., 2003; DUTRA et al., 2012; HONJO et al., 2012).

4.3 ASPECTOS CLINICOS

Pacientes com SWB podem apresentar sérios problemas médicos, apesar de, em
geral, terem uma boa saude. Algumas condicbes comumente vistas em bebés, tais como
cOlicas, perturbacdes do sono, infec¢cdes de ouvido recorrentes e estrabismo, acometem

com maior frequéncia os bebés com SWB (SMOOT et al., 2005).

O perfil clinico geral de criancas e adultos com SWB inclui baixa estatura com
déficit de crescimento, caracteristicas faciais tipicas, problemas dentérios, personalidade
e comportamento complexos, retardo mental leve a moderado, doencas cardiovasculares
congénitas, hipertensdo arterial, hipercalcemia e/ou hipercalcitria, anomalias musculo-
esqueletais, problemas gastrointestinais e hiperacusia. O quadro clinico de cada paciente
pode variar, até mesmo em um mesmo individuo ao longo da vida, apresentando todos ou
apenas uns poucos sinais clinicos relatados acima (MORRIS et al., 1988; POBER, 2010;
DUTRA et al., 2012).

A baixa estatura, comum nos pacientes com SWB, esta relacionada com um
retardo de crescimento intrauterino significativo. Na infancia, as taxas médias de
crescimento de criangas com SWB ficam abaixo do normal por 1 ou 2 cm/ano (MORRIS
et al., 1988). Além disso, muitas dessas criancas mostram diminuicdo na velocidade de
crescimento anual e, precoce, surto de crescimento atenuado na adolescéncia. Esse
padréo de crescimento, marcado por um atraso seguindo de rapido crescimento, também

contribui para a estatura diminuida dos adultos (POBER, 2010).

Dismorfologias faciais sutis estdo presentes em todos pacientes com SWB. A
extensdo das dismorfologias varia entre os individuos, bem como, ao longo da vida do
mesmo individuo (MORRIS et al., 1988). As caracteristicas faciais mais notaveis em
criangas com SWB incluem volume periorbital, iris estrelada em individuos com olhos

azuis, ponte nasal plana, pequeno nariz arrebitado, filtro longo, perfil facial plano,



gueixo pequeno e pele delicada (SMOOT et al., 2005). Ao longo do tempo, essa
aparéncia facial sofre mudancas, frequentemente com engrossamento dessas
caracteristicas nos adultos (POBER,2010).

Problemas dentarios e orais sdo comumente encontrados em pacientes com SWB.
Achados evidentes incluem dentes pequenos e amplamente afastados, ma oclusao e
auséncia de um ou mais dentes (AXELSSON et al., 2003).

Os perfis de personalidade e comportamento da SWB sdo bem complexos. O
esteredtipo mais relatado é que todos individuos com SWB tém comportamento
excessivamente amigavel. Isso, entretanto, € uma caracterizacdo incompleta e muito
simplificada, que negligencia importantes mudancas desenvolvimentais que ocorrem ao

longo da vida dos pacientes (SMOOT et al., 2005).

Estudos recentes com grupos de pacientes com diferentes idades revelaram
mudangas comportamentais e de personalidade significativas com o passar dos anos,
sendo o padréo estereotipado mais visto em criancas, do que em individuos mais velhos.
Os adultos com SWB, em geral, exibem sérios problemas emocionais e comportamentais,
relacBes sociais pobres, desinibicdo, preocupacdes e altos niveis de ansiedade (DAVIES,
1998). Além disso, muitos individuos com SWB tém problemas de atencédo, manifestados
como hiperatividade e quase todos mostram ansiedade antecipatéria proeminente (por
exemplo, sobre eventos proximos), mas auséncia de ansiedade social (por ex., sobre
conhecer estranhos). Outras doencas psiquiatricas tais como depressdo, sintomas
obsessivos compulsivos, fobias, ataques de panico e estresse poOs-trauméatico tém sido
observadas em um amplo grupo de adultos com SWB (SMOOT et al., 2005).

Portanto, as caracteristicas de personalidade e neuro-comportamentais da SWB
séo detectaveis cedo na vida e, geralmente, passam por mudangas com ajustes ao longo
da vida dos pacientes (FRANCKE, 1999). Essas dificuldades tém grandes efeitos na
qualidade de vida da maioria das pessoas com SWB (POBER, 2010).

Withers (1996) chamou atencédo para o fato que criangas com SWB sé&o relutantes
em trocar de superficie na qual elas costumam andam ou brincam e ndo gostam de areia
e superficies desniveladas. Esse “novo” sinal clinico pode nao ser restrito apenas as

criangas.



Muitos pacientes com SWB apresentam retardo mental variando de leve a
moderado, com um QI médio de 50 — 60. Porém, nem todos os individuos com SWB tém
retardo mental, alguns apresentam QI proximo a média normal baixa da populacéao geral
(Ql 70 a 90) (SMOOT et al., 2005). Entretanto, a cognicdo desses pacientes € mais
complexa que o indicado apenas pelo QIl. Individuos com SWB tém perfil cognitivo
desigual, com padréo caracteristico de pontos fortes e fracos. Consequentemente, um QI
global pode ser ilusério e esconder esse padrdo. Os relativos pontos fortes estao
relacionados com a memoria auditiva de rotina e certos aspectos da linguagem,
combinados com pontos fracos nas habilidades visual-espaciais e visual-motoras
(POBER, 2010).

Muitos desses individuos demonstram dificuldades com escrita & méao e desenham
objetos de forma desconexa, embora melhorias sejam vistas com a pratica e idade.
Tipicamente, pessoas com SWB tém dificuldades nas areas académicas basicas de
leitura, fala e matematica, e frequentemente atingem apenas niveis de 7 a 8 anos de
idade nessas areas. Além do atraso do inicio da fala em criangas com SWB, adolescentes
e adultos apresentam prejuizos de linguagem geral leves, embora a linguagem desses

individuos seja rica em efeito, prosddia e enriquecimento narrativo (SMOOT et al., 2005).

A habilidade melhor do que esperada de reconhecer faces, assim como, a
fascinacdo com estas, sdo caracteristicas proeminentes na SWB. Acredita-se que a
destreza de reconhecer faces esteja relacionada com o interesse social aprimorado visto
em pessoas com SWB (SMOOT et al., 2005).

Estenose de artérias de médio e grande porte, devido ao espessamento dos
limens vasculares pelo supercrescimento da musculatura lisa constitui a anomalia
cardiovascular tipica da SWB. Essa patologia frequentemente forma a base do
diagnéstico clinico da sindrome, principalmente na infancia, quando outros sinais podem
estar ausentes (POBER, 2010; SMOOQOT et al., 2005).

A lesado caracteristica e mais comum € a estenose adrtica supravalvular (EASV), a
qual pode apresentar-se sozinha ou ocorrer simultaneamente em varios locais, incluindo o
arco aortico, a aorta descendente e as artérias pulmonar, coronaria, renal, mesentérica e
intracranial. A EASV, cuja severidade varia de leve a severa, € encontrada em
aproximadamente 70% dos pacientes com SWB (POBER, 2010).



A EASV isolada também pode ocorrer na forma familiar, na qual segue padrdo de
heranca autossémico dominante. O padréo e a patologia das duas formas de estenose,
esporadica e familiar, sdo clinicamente indistinguiveis, pois ambas sdo causadas por
haploinsuficiéncia funcional da elastina. Porem a forma familiar carece de outras
caracteristicas clinicas tipicas da SWB (SMOOT et al., 2005).

Estenoses no lado esquerdo podem ser estaveis nos pacientes com SWB, mas
progressdes das obstrugcbes podem ocorrer, especialmente durante os cinco primeiros
anos de vida. No entanto, obstrucbes no fluxo ventricular direito, particularmente
estenoses pulmonares periféricas, frequentemente se resolvem espontaneamente.
Raramente, pacientes sdo encontrados tendo uma “sindrome adrtica média”, na qual a
aorta toracica e/ou a aorta abdominal e suas ramificacdes sdo acometidas. Estenoses ou

oclusdo dos 6stios coronarios podem ocorrer na auséncia da EASV (POBER, 2010).

Estenose pulmonar periférica compreende a segunda doenca cardiovascular mais
comum da SWB (HALLIDIE-SMITH et al., 1988; ZALZSTEIN et al., 1991). ComplicacGes
cardiovasculares sdo a principal causa de morte na SWB. Uma avaliacdo formal da

expectativa de vida dos pacientes com SWB é deficiente (POBER, 2010).

Hipertensdo é notada em 40-60% dos casos da SWB (MORRIS et al. 1990;
BRODER et al., 1999), muitos dos quais requerem tratamentos com medicamentos anti-
hipertensivos ap6s demonstrarem a auséncia de patologia corrigivel cirurgicamente.
Arteriopatias aumenta significativamente o risco de hipertensdo nesses pacientes
(SMOOT et al.,, 2005), porém a base para a hipertensdo ainda ndo foi identificada.
Modelos animais sugerem que pressfes sanguineas mais altas em pacientes com SWB
do que nos controles pode refletir uma adaptacao fisiolégica ao sistema vascular anormal
(POBER, 2010).

A SWB pode ser considerada uma doenca poli-endécrina associada com
anomalias de calcio e tiredide. A frequéncia de ocorréncia de hipercalcemia nédo é
conhecida, por ser, na maioria das vezes, assintomatica ou estar associada com sintomas
nao especificos (como, célicas ou irritabilidade, hipotonia, diminuicdo de apetite e
constipacdo) que comumente ocorre mesmo em pacientes com SWB que tém niveis de
calcio normais. O periodo de maior risco para hipercalcemia é durante a infancia, ainda

que a hipercalcemia possa ocorrer em qualquer idade (SMOOT et al., 2005).
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Hipercalciuria pode ocorrer na auséncia da hipercalcemia e aumenta o risco de
nefrocalcinose. A etiologia do metabolismo anormal de célcio em SWB permanece
desconhecida (MORRIS et al., 1988; KRUSE et al., 1992). A anomalia de tiredide mais
comum € o hipotireoidismo clinico ou subclinico, encontrado em aproximadamente 20%
da populacdo com SWB. Diabetes mellitus também tem sido observada em adultos com
SWB (MORRIS et al., 1988).

Problemas musculo-esqueletais encontrados na SWB séo especificos para cada
grupo de idade dos pacientes; criancas jovens tendem a ter hipotonia e relaxamento das
articulacGes, enquanto que adolescentes e adultos tendem a desenvolver contraturas das

articulagbes assim como lordose e, ocasionalmente, escoliose (MORRIS et al., 1990).

Os problemas gastrointestinais ha SWB sdo comuns tanto em criancas quanto
adultos. As criancas frequentemente apresentam colicas e dificuldades de alimentacao
que podem contribuir para o déficit de crescimento. Refluxo gastroesofageal e
constipacdo sdo encontrados em quase metade das criancas com SWB (MORRIS et
al.,1988).

Prazer pela musica € uma caracteristica quase unanime em pacientes com SWB,
que inclui habilidades de canto, manuseio de instrumentos musicais e reconhecimento de
cangbes. Em um aparente paradoxo, sensibilidade a certos barulhos, particularmente
tempestades ou fogos de artificio, desenvolve-se em mais de 90% dos casos da sindrome
(POBER, 2010). Nao é claro, entretanto, se existe uma verdadeira propensao ou talento,
OU se isso é apenas um interesse musical aumentado, especialmente por componentes
ritmicos (SMOOT et al., 2005). Problemas de audicdo incluem otites recorrentes,

hiperacusia e perda de audi¢cdo neurosensorial suave em adultos (MORRIS et al., 1988).

4.4 CARACTERIZACAO GENETICA

Até recentemente, a causa da SWB era atribuida a fatores teratogénicos ou
maternos. Entretanto, no inicio dos anos 90, dados publicados favoreceram a etiologia
genética da SWB. Foram relatados gémeos monozigoéticos concordantes para SWB e a
transmissdo da sindrome de pais para filhos. Esses dados indicam que embora a SWB

ocorra esporadicamente na maioria dos casos, ela é geneticamente causada, e pode ser
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transmitida em uma heranga autossémica dominante (SMOOT et al., 2005; DUTRA et al.,
2012; HONJO et al., 2012).

A regido critica da SWB foi mapeado em 7gq11-23 e contém o0 gene da elastina
(ELN), bem como outros genes adjacentes. A delecdo pode ocorrer no cromossomo 7
herdado maternalmente ou paternalmente em igual proporcdo (SMOOT et al., 2005;
POBER, 2010). Pérez-Jurado et al. (1996) demonstraram existir uma aparente diferenca
significativa entre os pacientes com SWB em relagdo a altura, peso e circunferéncia da
cabeca, dependendo da origem parental da delecé&o. A origem maternal estaria associada
com parametros de crescimento menor em pacientes com SWB. Brondum-Nielsen et al.
(1997) também mostraram uma possivel tendéncia de menor retardo de crescimento em
pacientes com delecéo paterna comparados com a delecdo materna. Entretanto, Wu et al.
(1998) ndo encontraram correlacdo entre origem parental e estatura em seus pacientes.
Um estudo mais recente de Partsch et al. (1999) revelou que a baixa estatura em
pacientes com SWB € devido a taxa de crescimento diminuida no inicio da infancia
seguida de uma fase de crescimento precoce e puberdade antecipada. Estudos de Dutra
et al. (2012) mostram ndo haver diferenca clinica em relacdo ao tamanho e a origem

parental da delecéao.

A microdelecdo do cromossomo 7 envolvida na SWB ocorre devido a arquitetura
genética Unica nessa regido (Figura 1A). Especificamente, a regido deletada, referida
como a regido cromossdmica da SWB, é flanqueada por conjuntos de genes altamente
homélogos e pseudogenes organizados em blocos de repeticdo de baixas copias
conhecidos como duplicons. O alto grau de homologia entre esses duplicons
flanqueadores, bem como sua proximidade entre cada um, predispde a regido
cromossOmica da SWB em cada cromossomo 7 a desalinhar durante a meiose podendo
levar ao crossing-over desigual e posterior delecdo da regido da SWB (Figura 1B). A
presenca de uma pequena delecédo ou duplicacdo dentro dos duplicons é outro fator de
risco para desalinhamento meiético (HELLER et al., 2003; POBER, 2010; DUTRA et al.,
2012; HONJO et al., 2012).
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Figura 1 — (A) Regido critica da sindrome de Williams-Beuren (7q11.23) e (B) ilustracdo do desalinhamento
dessa regido e suas possiveis consequéncias. Fonte: POBER, 2010 — adaptado.

Os duplicons que flanqueiam a regido cromossémica da SWB também predispdem
a regiao a mudancas genéticas, tais como duplicacdes e inversdes. Pacientes com
duplicacdes da regido cromossdmica da SWB nao se assemelham, nem fisicamente, nem
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cognitivamente, aos pacientes com SWB. Seus perfis cognitivos incluem prejuizos das
habilidades de linguagem expressiva, atrasos de desenvolvimento e, em alguns casos,
caracteristicas semelhantes a autistas. Inversdo de toda regido cromossoémica da SWB,
encontrado em aproximadamente 7% da populacéo geral, é considerada um polimorfismo
benigno, uma vez que os portadores sao fenotipicamente normais (SMOOT et al., 2005;
POBER, 2010; DUTRA et al., 2012).

Em mais de 98% dos pacientes que apresentam diagndstico clinico para SWB, os
pontos de quebra da delecédo incidem dentro dos duplicons, resultando nas delecbes
tipicas da sindrome. A maioria das quebras ocorrem em duplicons médios ou
centroméricos e leva a uma dele¢cdo de aproximadamente 1.5 milhdes de pares de base
de DNA, envolvendo de 26 a 28 genes. Com menor frequéncia, uma delecao ligeiramente
maior, de 1.8 milh6es de pares de bases, codificando todos os 28 genes pode ocorrer. A
microdelecdo mais comum, com cerca de 1.5 Mb, € encontrada em 90 a 95% dos
pacientes (ver Figura 1A) (HELLER et al., 2003; SMOOT et al., 2005; DUTRA et al., 2012;
HONJO et al., 2012). No entanto, nenhuma diferenca fenotipica, além do risco de
hipertensao, tem sido notada entre pacientes que tém dele¢cdes de ambos os tamanhos
(POBER, 2010; DUTRA et al., 2012), derrubando a hip6tese que a diferenca no tamanho

das delecBes poderia explicar a variabilidade fenotipica dos pacientes com SWB.

Cerca de 2% dos pacientes tém dele¢Bes atipicas, que podem ser a causa da
variabilidade fenotipica substancial entre os pacientes com SWB (DUTRA et al., 2012).
Aqueles com uma pequena delecdo atipica envolvendo a porcdo telomérica da regido
cromossbmica da SWB tém caracteristicas comuns da sindrome enquanto que,
reciprocamente, aqueles cuja delecdo atipica ndo envolve esta porcdo da regido
cromossbmica tém caracteristicas mais suaves da SWB. Em conjunto, esses achados
indicam que dele¢des envolvendo apenas genes proximos a extremidade telomérica séo

suficientes para levar ao perfil neurodesenvolvimental tipico da SWB (POBER, 2010).

Apesar dos avancgos genéticos, a consideravel variabilidade fenotipica observada
entre 0s pacientes com SWB permanece inexplicada. A especulacao inicial que a
variacdo no tamanho da delecédo resultava nessa variabilidade fenotipica foi refutada.
Explicagbes provaveis incluem polimorfismos nas copias ndo deletadas dos genes da

regido cromossOmica que afeta a funcédo da proteina ou o nivel de expressao, efeitos
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variaveis da delecdo na expressao de genes vizinhos, ou efeitos de genes modificadores,
incluindo alteracdes epigenéticas, em outro local do genoma (POBER, 2010).

Pacientes saudaveis que ndo carregam a delecdo, a qual ocorre espontaneamente
durante a gametogénese, tém a probabilidade de menos de 1% de terem um segundo
filho com SWB. A maioria dos adultos com SWB escolhem ndo reproduzir, mas aqueles
que reproduzem tém uma chance de 50% que cada filho herde a sindrome. Entretanto,
portadores de inversdo da regido critica da SWB sdo mais propensos a produzir um
gameta que abriga a regido cromossdmica da SWB deletada, tendo um risco 4 vezes
maior de transmitir a delecdo a prole. O risco maior ocorre devido a um aumento nos
eventos de desalinhamento dos cromossomos 7 durante a meiose. (SMOQOT et al., 2005;
POBER, 2010).

a. Genes envolvidos na regido critica da Sindrome de Williams-Beuren
(WBSCR)

Embora pelo menos 21 genes tenham sido identificados na delecdo da SWB, suas
contribui¢cdes individuais para os fenétipos dos pacientes ainda nao estdo completamente
estabelecidas. Até agora, apenas a delecdo do gene da elastina (ELN) tem seu efeito bem
esclarecido. Entretanto, a hemizigosidade do ELN € necesséria, porém nao suficiente
para causar, sozinha, a SWB (HELLER et al.,, 2003). Foram propostas possiveis
contribuicdes fenotipicas da hemizigosidade de outros seis genes da regido critica da
SWB (genes LIMK1, CYLN2, GTF2l, GTF2IRD1, RFC2 e STX1A), apesar de ainda nao
ser clara essa relacdo (FRANCKE, 1999; SMOOT et al., 2005; POBER, 2010; HONJO et
al., 2012). Até o momento, ndo ha estudos que indiquem as contribuicbes dos outros

genes envolvidos na delecao desta sindrome.

Engquanto intensas pesquisas ainda estdo em curso a fim de identificar em que os
genes deletados na regido cromossdmica da SWB sao importantes na manifestacao
fenotipica da sindrome, evidéncias inequivocas mostram que a hemizigosidade do gene
ELN causa a patologia cardiovascular da SWB (SMOOT et al., 2005). A quebra do ELN
por translocacdo ou delecdo parcial esta firmemente associada a estenose adrtica
supravalvular (EASV). O gene ELN, que codifica a proteina tropoelastina, € composto por
34 éxons, distribuidos em aproximadamente 50 Kb no centro da regido deletada da SWB
(FRANCKE, 1999).
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Embora a perda de um alelo do ELN produza o fenétipo cardiovascular da SWB, as
consequéncias fenotipicas da perda de outros alelos dentro da regido cromossémica
deletada sdo muito menos claras. Os efeitos da hemizigosidade, o papel de cada gene e
se fendtipos selecionados requerem perda combinada de varios genes tém sido inferidos
de estudos de pacientes com delecdes atipicas e modelos com camundongos que tém os
genes de interesse superexpressos ou subexpressos. A regido cromossbmica da SWB
em humanos e sua regido correspondente em camundongos sdo similares, contendo

guase 0s mesmos genes, na mesma ordem (POBER, 2010; HONJO et al., 2012).

Em relagdo ao gene ELN, apesar dos camundongos hemizigoticos serem
considerados clinicamente e hemodinamicamente normais, estudos histolégicos
revelaram aumento no numero de lamelas de elastina em seus vasos sanguineos
arteriais, similar aos achados em vasos aorticos de pacientes com EASV. Camundongos
homozigotos EIn’- carecem completamente da sintese de tropoelastina, o0 que aumenta a
espessura dos vasos aorticos devido ao acumulo de musculatura lisa, podendo levar a
obliteracdo do lumen vascular e morte neonatal (FRANCKE, 1999). De todos os
individuos hemizigéticos para ELN, 50 — 60% apresentam EASV (PEREZ-JURADO et al.,
1996). Estreitamento de outras artérias pode ocorrer, sendo a estenose pulmonar
periférica a mais encontrada. O mecanismo preciso que desencadeia o crescimento
proliferativo do musculo liso, injarias vasculares e obstrucdo arterial progressiva, ainda
tem que ser esclarecido. Enquanto nenhum outro achado cardiaco foi relatado em
camundongos EIn”, algumas anomalias do tecido conjuntivo em individuos com SWB tém
sido atribuidas a hemizigosidade do ELN: flacidez precoce da pele, voz rouca, inchaco
periorbital, hérnia e diverticulo de colén do intestino e vesicula. A presenca de
caracteristicas faciais tipicas de SWB, mesmo na auséncia de EASV sugere que outros
genes além do ELN s&o grandes contribuintes para essas caracteristicas (FRANCKE,
1999; SMOOT et al., 2005; HONJO et al., 2012).

Pacientes com EASV familiar de heranca autossémica dominante carregam uma
delecdo muito pequena na regido critica da SWB envolvendo a perda somente de ELN e
0 seu gene vizinho imediato LIMK1. Esse gene ganhou notoriedade quando foi proposto
que a perda de uma copia do gene LIMK1 resulta em comprometimento da construcao
visual-espacial, uma caracteristica comum na SWB. O gene LIMK1 codifica uma proteina

quinase-LIM1 que é altamente expressa em neurbnios e tem papel na regulacdo da

estrutura citoesqueletal por filamentos de actina. Camundongos homozigotos para LIMK1,
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que tém as duas copias deletadas do gene, tém funcdo sinaptica anormal, respostas de
medo e aprendizado espacial alterados, fornecendo evidéncia adicional que LIMK1 tem
papel importante na construcdo visual-espacial. Entretanto, muitos pacientes com
dele¢cbes muito pequenas ou atipicas que incluem o LIMK1 além do ELN n&o tém
comprometimento visual-espacial, assim, o LIMK1 pode ser necessario, mas nao
suficiente para determinar esse fenétipo. Se a haploinsuficiénciasomente da quinase-LIM1
contribui para o perfil cognitivo tipico da SWB, ou se é preciso a delecdo de outros genes,
continua sendo fortemente debatido (FRANCKE, 1999; SMOOT et al., 2005; POBER,
2010; HONJO et al., 2012).

Existe um consenso, entretanto, que os genes CYLN2, GTF2IRD1 e GTF2-I, mais
teloméricos da regido critica da SWB, sdo genes candidatos para a causa do retardo

mental e possivelmente outros aspectos da personalidade da SWB (SMOOT et al., 2005).

O gene CYLNZ2, igualmente conhecido como CLIP2, codifica CLIP-170, também
chamada de restina, uma proteina ligante citoplasmatica que € abundantemente expressa
no cérebro e media interacdes entre organelas celulares e microtibulos. Delecdo do gene
Cyln2 em camundongos resulta em deficiéncia de crescimento leve, anomalias de cérebro
sutis e comprometimento da coordenacéo motora (FRANCKE, 1999; SMOOT et al., 2005;
POBER, 2010).

O gene GTF2l é o mais telomérico da regido critica da SWB e codifica o TFIl-I, um
fator de transcricdo que esta envolvido na desacetilagdo de histonas e remodelamento da
estrutura da cromatina. TFIl-I € amplamente expresso, mas sua funcdo pode ser sensivel
a dosagem em certos tecidos tais como o cérebro. Possivelmente, esta envolvido com
anomalias craniofaciais, dentarias, retardo de crescimento, perfil cognitivo da SWB e
prejuizos de respostas visuais (SMOOT et al., 2005; POBER, 2010).

Imediatamente ao lado do GTF2l estdA o gene GTF2IRD1 relacionado,
estruturalmente e funcionalmente, que codifica um fator de transcricdo da familia TFII-I.
Perda apenas do gene GTF2IRD1 pode nao ter efeitos no fenétipo da SWB; entretanto
consequéncias adversas podem resultar da delecdo combinada de GTF2IRD1 e GTF2I,
possivelmente devido desregulagéo sinérgica de programas de desenvolvimento. Estudos
suportam a hipotese que a hemizigosidade dos dois genes em conjunto esti associada
com déficits cognitivo e motor especificos da SWB (SMOOT et al., 2005; HONJO et al.,
2012).
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Pacientes que tém delecbes que englobam todos ou alguns dos genes mais
teloméricos tem inteligéncia proximo a normalidade e graus Vvariaveis de
comprometimento das habilidades visual-espaciais e visual-construtivas. Os estudos dos
limites de dele¢bes de individuos com EASV e SWB, claramente, implicam o gene GTF2I
na definicdo do perfil cognitivo da SWB. Os genes GTF2IRD1 e CYLN2 podem também
contribuir para os fenoétipos cognitivo e de personalidade dos pacientes com SWB
(SMOQOT et al., 2005).

O gene RFC2 codifica a segunda maior subunidade de um complexo com cinco
proteinas, que € essencial para os processos de replicacdo do DNA. A perda de uma
cOpia desse gene pode afetar a eficiéncia da replicagdo de DNA, contribuindo, assim,
para déficit de crescimento e outros problemas de desenvolvimento. O papel exato da
delecdo do gene RFC2 no fendtipo de pacientes com SWB ndo € completamente claro
(FRANCKE, 1999; HONJO et al., 2012).

Genes inclusos na regido cromossomica da SWB mais proximos ao centrémero
também podem contribuir para o fenétipo dos pacientes afetados por essa sindrome, tal
como o gene STX1A. A hemizigosidade de STX1A, que codifica uma proteina especifica
do cérebro essencial para a liberacdo dos neurotransmissores das vesiculas sinapticas,
pode contribuir com a memdéria auditiva aprimorada documentada em alguns individuos
com SWB. Outra possivel contribuicdo fenotipica desse gene sdo 0s prejuizos de
tolerancia a glicose, vistos em casos de SWB (FRANCKE, 1999; POBER, 2010).

A presenca de somente uma cOpia, ao invés de duas copias, de cada gene da
regido cromossémica da SWB deve reduzir a expressdo das proteinas codificadas pela
metade. Embora dados empiricos confirmem que isso ocorre com a maioria dos genes,
existem excecles tecido-especificas, tais como o gene GTF2IRD1. Além disso, muitos
genes nao deletados que flanqueiam a regido cromossémica da SWB, inesperadamente,

exibem expresséo diminuida, possivelmente devido a efeito de posicdo (POBER, 2010).

4.5 METODOS DE DIAGNOSTICO CITOMOLECULAR

O mapeamento genético e fisico demonstrou que a SWB é uma sindrome de

microdelecdo ou de delecdo de genes contiguos no braco longo do cromossomo 7
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(7911.23) que, em geral, envolve uma microdelecdo de aproximadamente 1.5 milhdes de
pares de base de DNA (SMOOT et al., 2005; DUTRA et al., 2012).

A SWB pode se apresentar durante a infancia com caracteristicas fisicas sutis,
problemas cardiovasculares e/ou déficit de crescimento. A suspeita de SWB em criancas
e/ou adolescentes, frequentemente, ocorre durante trabalhos de acompanhamento de
problemas do desenvolvimento, tais como atrasos de desenvolvimento, desordens de
atencao e/ou problemas escolares (SMOOT et al., 2005).

O reconhecimento da SWB geralmente se inicia com o médico clinico. Apesar da
consisténcia das caracteristicas clinicas gerais, o amplo espectro de anomalias e a
variabilidade fenotipica frequentemente leva a diferencas significativas no numero de
pacientes diagnosticados. Critérios de diagndéstico clinico tém apenas utilidade modesta
quando comparados com testes laboratoriais rapidos e precisos. A confirmacdo da
suspeita clinica € essencial para o monitoramento clinico do paciente e aconselhamento
genético da familia (POBER, 2010; DUTRA et al., 2012).

No inicio dos anos 70, técnicas de bandamento de cromossomos foram
desenvolvidas, facilitando o reconhecimento de anomalias cromossémicas que permitiram
a identificacdo segura de cada cromossomo humano e a deteccéo de aneuploidias, bem
como muitos rearranjos estruturais. A técnica de bandamento de rotina apresenta, em
meédia, resolucdo de 400-500 bandas, sendo possivel identificar, com seguranca,
delecdes ou duplicacbes com mais de 10 Mb. Técnicas de bandamento de alta-resolucao,
ndo sao rotineiramente realizadas em laboratérios de citogenética, apesar de alcancar
uma resolucdo de aproximadamente 1.000 bandas. Nesse nivel de resolugdo, uma
alteracdo entre 3 e 5 Mb pode ser detectada. Alteracdes maiores que 3 Mb séo
extremamente dificeis de serem detectadas com esses métodos (SHAFFER & BEJJANI,
2004). Para superar essas limitacBes, técnicas de citogenética molecular foram

desenvolvidas.

Nos anos 80 e 90, métodos de hibridizagdo in situ foram desenvolvidos para
detectar sutis alteracdes submicroscopicas, sendo a hibridizacdo in situ por fluorescéncia
(FISH) a técnica mais comum. Essa metodologia permite que sequéncias conhecidas do
DNA seja inserido em uma variedade de vetores, tais como plasmideos e cromossomos
artificiais de bactérias (BAC’s) e sejam utilizadas como sondas para hibridizar com regides

especificas dos cromossomos humanos. Aplicagbes da FISH incluem mapeamento
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génico e deteccdo de rearranjos e aneuploidias citogenéticas (SHAFFER & BEJJANI,
2004).

Hibridizac&o in situ por fluorescéncia (FISH), envolvendo sondas especificas para o
gene ELN, estabelece o diagndstico da SWB por mostrar a presenca de apenas um alelo
de ELN, ao invés de dois alelos. Embora a técnica de FISH continue a ser a técnica
laboratorial mais utilizada, o diagnostico também pode ser estabelecido por meio de
andalise de marcadores de microssatélites, amplificacdo de multiplas sondas dependentes
de ligacdo (MLPA), exame de reacdo da cadeia de polimerase (PCR) quantitativa ou teste
de hibridizacdo gendmica comparativa (CGH). Destes testes disponiveis, apenas FISH,
MLPA e CGH sao técnicas citomoleculares de diagnostico da SWB (POBER, 2010;
HONJO et al., 2012).

Schouten et al. (2002) propuseram, pela primeira vez, a MLPA, uma técnica de
quantificacdo de numero de cépias de DNA. A técnica é um ensaio multiplo que utiliza até
40 sondas ao mesmo tempo, sendo cada uma correspondente a uma sequéncia de DNA
diferente, para estimar o niumero de copias relativas de cada sequéncia. Desde que a
técnica de MLPA foi desenvolvida, tém sido testada como método diagnostico em muitas
doencas envolvendo anomalias cromossomicas, incluindo a SWB (DUTRA et al., 2012).

O procedimento da MLPA envolve desnaturacdo, seguida por hibridizacéo,
amplificacdo por PCR e separacdo dos produtos da PCR por eletroforese capilar. A
comparacao de sinais de fluorescéncia, apresentados em um grafico com picos por um
software de analise dos resultados, entre o DNA teste e um DNA controle permite
quantificar as sequéncias de interesse na amostra de DNA. A técnica de MLPA é
frequentemente aplicada para detectar variacdo no niumero de cromossomos, perda ou
ganho de regifes submicroscépicas e delecdo ou duplicacdo génicas. Normalmente, as
sequéncias especificas utilizadas sao diferentes éxons do(s) gene(s) de interesse
(SCHOUTEN et al., 2002; KOZLOWSKI et al., 2008).

A hibridizacdo gendmica comparativa (CGH) €, possivelmente, a maior conquista
na area de estratégias de triagens gendémicas. Na CGH, dois genomas sao diretamente
comparados para detectar diferencas no conteddo de DNA. Os dois genomas s&o
diferentemente marcados com dois fluorocromos distintos e comparados para examinar a
taxa dos dois fluorocromos nos cromossomos metafasicos. No entanto, estas técnicas,

por se basearem em cromossomos metafasicos, tém uma resolucdo limitada que é
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definida pelos cromossomos metafasicos ao nivel de um cariétipo com aproximadamente
450 bandas (alteracdes de 5 a 10 Mb). Além disso, a CGH ndo é capaz de identificar
rearranjos  balanceados, tais como translocacfes reciprocas, translocacdes
robertisonianas e inversées (SHAFFER & BEJJANI, 2004).

Pouco depois, a CGH passou a ser aplicado em microarrays (aCGH). A aCGH tem
0S mesmos principios que o tradicional CGH, exceto que os segmentos de DNA clonados
(por exemplo, BAC) sdo substitutos dos cromossomos metafésicos como etiquetas para a
hibridizacdo. A relacdo entre os genomas etiquetados, séo comparados com um software
de analise. Por usar BAC’s, as alteracbes sédo imediatamente ligadas a marcadores
gendmicos/genéticos, assim, a resolucdo do genoma é determinada pelas distancias de
mapa entre os marcadores (alvos) ou pelo tamanho dos clones utilizados. Mesmo com 0s
avancos da aCGH, a técnica ainda ndo permite a deteccdo rearranjos balanceados.
Assim, a andlise de cariotipo deve ser realizada em todos os resultados de aCGH normais
guando a anomalia cromossdmica € ainda suspeitada com base no fendétipo clinico
(SHAFFER & BEJJANI, 2004).



5. DISCUSSAO

Considerando os métodos citogenéticos disponiveis para a confirmacdo do
diagndstico clinico da SWB, suas aplicacbes e limitacdes, é preciso estabelecer qual

deles tem mais sucesso na deteccéo da delecao envolvida na sindrome.

A regido mais comumente deletada na SWB, com aproximadamente 1.5 Mb, esta
abaixo do limiar de deteccéo da técnica de citogenética classica por bandamento G, que é
capaz de detectar apenas delecdes maiores que 10 Mb. Mesmo a técnica de bandamento
de alta-resolucdo, capaz de identificar alteracbes de 3 — 5 Mb, dificiimente permite
detectar a microdelecdo em 7q11-23 (SHAFFER & BEJJANI, 2004; SMOOQOT et al., 2005).
Portanto, € importante a aplicacdo de técnicas citomoleculares para o diagnostico
genético da SWB.

Vale ressaltar a importancia da realizacdo do cariétipo, mesmo em pacientes com
suspeita de sindromes de microdelecao, para descartar a ocorréncia de outras anomalias
cromossbmicas que também podem influenciar no fenétipo. A cariotipagem deve ser a
técnica de triagem para a aplicacao das técnicas citomoleculares, uma vez que, a maioria
dessas técnicas avalia apenas a regido de interesse e/ou necessitam da confirmacéo dos

achados através do cariétipo.

A FISH é considerado a técnica padrédo para o diagndstico citomolecular da SWB,
com poder de detectar mais de 95% dos individuos com esta sindrome. Entretanto, €
uma técnica de intenso esforco laboratorial, demorada, e que ndo permite a deteccéo do
exato tamanho da delecdo (SELLNER & TAYLOR, 2004; DUTRA et al., 2012; HONJO et
al., 2012). Além disso, as principais desvantagens praticas da aplicacao da técnica é a
incapacidade de detectar pequenas delecdes e duplicacdes e o fato de ser facilmente
afetado pela qualidade das metafases (EUN HAE CHO et al., 2009). Assim, comparado
com outras técnicas citomoleculares, a FISH é um método de baixo rendimento relativo
(SELLNER & TAYLOR, 2004). Portanto, é uma boa ferramenta de diagndéstico dos casos
de SWB mais comuns, porém no caso de delecbes atipicas pode resultar em falsos

negativos, necessitando do encaminhamento para técnicas mais abrangentes.

A técnica de MLPA tem sido introduzida nos laboratérios de diagnéstico de DNA
para deteccdo de delecbes e/ou duplicacbes em muitas doencas génicas, sendo

considerada uma técnica altamente informativa. A técnica de MLPA é efetiva na deteccgéo
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da delecdo na SWB, fornecendo um mapeamento mais preciso da delecdo na regiao
critica, quando comparado com a técnica de FISH. Um kit de MLPA, especifico para a
SWB, foi desenvolvido e esta disponivel comercialmente. Esse kit é capaz de detectar
dele¢Bes ou duplicacdes em um ou mais éxons dos genes ELN, CLIP2, TBL2, STX1A,
LIMK1, RFC2 e FKBP6 da regido cromossdmica da SWB, tendo uma abrangéncia maior
da regido deletada, inclusive permitindo identificar os pontos de quebras da delegéo
(DUTRA et al., 2012; HONJO et al., 2012).

As vantagens mais importantes da MLPA sdo sua relativa simplicidade, baixo
custo, retorno rapido (2 dias), facilidade de “multiplexagem” que permite confianca
elevada nos resultados, alta acuracia na estimativa do nimero de coOpias e estimativa da
extensdo da delecao e o potencial de combinar a analise do nimero de cépias com outras
aplicacdes, como, por exemplo, deteccdo de metilacdo. Ao contrario da FISH, a MLPA é
menos demorado e capaz de detectar delecbes pequenas e atipicas e duplicacbes
(SHOUTEN et al., 2002; KOZLOWSKI et al., 2008; EUN HAE CHO et al., 2009; DUTRA et
al., 2012).

A analise de MLPA deve ser cautelosa a fim de evitar ma interpretacdo de
polimorfismos presentes nos sitios de anelamento das sondas como dele¢Bes. Sobre a
identificacdo de polimorfismos clinicamente significantes, muitos estudos tém se
concentrado na variacdo do numero de copias (CNV) do genoma humano. Assim, para
interpretacdo dos resultados da MLPA, especialmente quando delecdes simples e
duplicacbes sdo encontradas, pesquisa no banco de dados atualizado de CNVs é uma

ferramenta importante para prevenir falsos positivos (EUN HAE CHO et al., 2009).

A aCGH tem muitas vantagens sobre a citogenética classica e a FISH, tais como, a
capacidade de cobrir todo 0 genoma, alta-resolucdo, rapidez e sensibilidade. Assim, a
aCGH tém provado ser um método poderoso e promissor na detec¢do de microdelecdes
e na identificacdo de anomalias citogenéticas novas. Entretanto, a resolucdo da aCGH
pode variar dependendo do modelo e formato do “array”. Além disso, esse método é
relativamente dificil e custoso, e requer laboratérios com equipamentos adequados
(SHAFFER et al., 2007; DUTRA et al., 2012).

Apesar de ainda ndo ter um custo competitivo, a técnica de aCGH oferece

vantagens se a clinica ndo é claramente consistente com a SWB, ou se 0 paciente tem
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uma delecdo atipica, uma vez que esse método pode delimitar os genes deletados em
todo o genoma (POBER, 2010).

As limitagbes de métodos citomoleculares estabelecidos incluem baixa resolugéo,
como no caso da CGH que tém essencialmente a mesma resolucdo do bandamento G; a
necessidade de se ter um alvo para a aplicacdo da FISH, com microdelecfes suspeitas e
conhecidas; e os procedimentos intensivamente trabalhosos. O desenvolvimento da
aCGH aumentou a resolucdo da andlise, eliminou a necessidade de alvos para a FISH e
diminui substancialmente o trabalho laboratorial (SHAFFER & BEJJANI, 2004).

A abordagem através de todo genoma que alguns pesquisadores estdo usando
para a confirmacdo do diagndstico clinico, € susceptivel a gerar dados que podem ser
dificeis de interpretar. Alteracdes em regibes do genoma sem relevancia clinica
estabelecida pode também tornar uma interpretacdo Utii em onerosa para o0s
citogeneticistas clinicos. Assim, um diagnostico Util através da aCGH deve ser confiavel,
detectar com precisdo as anormalidades cromossdmicas envolvidas e apresentar
resultados interpretaveis. O resultado diagndstico por aCGH pode necessitar confirmacéo
por FISH, seguido da andlise de cariétipo para delinear as anomalias (SHAFFER &
BEJJANI, 2004; SHAFFER et al., 2007).



6. CONSIDERACOES FINAIS

7

A sindrome de Williams-Beuren é uma sindrome de microdelecdo de genes
contiguos que resulta em um amplo e caracteristico perfil clinico. Descrita simultanea e
independentemente por Williams e Beuren, em 1961 e 1962, respectivamente, a SWB é
caracterizada por anomalias cardiovasculares, comumente a estenose adrtica
supravalvular, tracos faciais distintos, retardo mental e personalidade tipica,
frequentemente amigavel. Embora apresente uma clinica de facil identificacdo, entre os
pacientes com SWB ha uma grande variabilidade fenotipica, ainda de causa a ser

esclarecida.

Causada pela delecdo de aproximadamente 1.5 Mb na regido do cromossomo
70911-23, a SWB ocorre com frequéncia de 1:7.500 a 1:20.000, sem preferéncias étnicas
ou sexuais e com igual proporcdo entre heranca materna e paterna. A delecdo, em geral,
sucede de maneira esporadica, resultando em uma mutacdo de novo, porém ha relatos
de casos de transmissdo de pais para filhos com padrdo de heranca autossémica

dominante.

A regido deletada do cromossomo 7 inclui o gene da elastina (ELN) bem como
outros genes proximos. Segmentos amplamente homologos que flanqueiam essa regiao,
a predispde a desalinhamento meiético que pode resultar em delecao ou duplicagdo dos
genes da regido critica da SWB. Os efeitos da hemizigosidade de cada gene ainda néo é
claro, apenas do gene ELN, que nitidamente est4 associado as doencas cardiovasculares
congénitas. Genes mais teloméricos da regido deletada, tais como CYLN2, GTF2IRD1 e
GTF2-I, parecem contribuir para o retardo mental e algumas caracteristicas de
personalidade dos pacientes com SWB. Genes mais centroméricos também contribuem

para o fenotipo da SWB.

Uma vez que a resolucéo da citogenética classica, bem como a de alta-resolucéo,
nao tem capacidade de detectar microdelecdes, métodos citomoleculares de diagndstico
foram desenvolvidos para permitir a confirmacéo do diagndstico clinico da SWB. A técnica
mais utilizada em laboratorios de diagnostico € a hibridizacdo in situ por fluorescéncia
(FISH), capaz de identificar o niumero de alelos do gene ELN através de sondas
especificas para a regido da SWB. A FISH é uma importante ferramenta no diagndéstico de
pacientes com SWB, porém é um procedimento demorado e trabalhoso, ndo sensivel a

delecdes atipicas menores e que ndo informa o tamanho da delecé&o.
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Outro método citomolecular que esta sendo aplicado na deteccdo da SWB € a
amplificacdo de multiplas sondas dependentes de ligacdo (MLPA). Essa técnica permite a
qguantificacdo do numero de copias de segmentos de interesse, podendo ser estudados
mais de 40 sondas especificas por ensaio. Diferentemente da FISH, a MLPA €& uma
técnica relativamente simples, de baixo-custo, rapida e de alta acuracia nas estimativas
do numero de cépias e extensao das delecdes. Assim, ela é capaz de detectar dele¢des e
duplicacbes pequenas e os relativos pontos de quebra da alteracdo cromossémica,

fornecendo um mapeamento mais preciso desta.

A hibridizagdo gendmica comparativa em array (aCGH) é abrangente método de
diagndstico citomolecular, capaz de avaliar todo o genoma de uma vez. Porém, seu custo
ainda muito alto ndo o torna a técnica mais indicada para diagnéstico de todos os casos
de SWB. Em pacientes com aspectos clinicos inconsistentes e/ou dele¢des atipicas em
outros cromossomos, a aCGH apresenta grandes vantagens. Ainda € importante ressaltar
gue a abordagem de todo o genoma para diagndstico clinico pode fornecer dados dificeis
de serem interpretados e sem relevancia clinica estabelecida, podendo necessitar de
confirmacéo posterior através de métodos menos abrangentes como cariotipo e FISH.

Levando em consideracdo a relacdo de custo-beneficio, a instrumentacdo
necessaria e a quantidade de informacéo oferecida pelo método diagnostico, a MLPA
mostrou ser a técnica citomolecular mais adequada para aplicar nos diversos pacientes
com SWB. Tanto dele¢des tipicas quanto atipicas sdo passiveis de serem identificadas
pela técnica, inclusive com a estimativa da extensdo da dele¢cdo, o que fornece
informacBes cruciais para o melhor entendimento da relacdo gendtipo-fenétipo dos

individuos com SWB.

Assim, o0s pacientes com suspeita de SWB devem ser encaminhados,
primeiramente, a cariotipagem em que anomalias cromossdmicas maiores podem ser
identificadas, e subsequentemente, a técnica de MLPA para a confirmacao do diagnostico
clinico e obtencdo de informacdes acerca da delecdo, permitindo estudos de correlacao

genatipo-fendétipo posteriores.
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