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A Sindrome de Saethre-Chotzen (SSC, Acrocefalossindactilia tipo Il) & uma
heredopatia autossémica dominante, com alta penetrancia e expressividade
variavel, sendo craniossinostose um de seus principais sinais clinicos . Mutagées
nos genes FGFR1-FGFR3 e Twist sdo causas conhecidas de craniossinostoses, a
primeira por aumento da expresséo e a Ultima por haploinsuficiéncia. O gene Twist
foi mapeado na regido 7p21 e algumas delegGes e translocagdes balanceadas,
bem como mutacdes no exon 1 deste gene, tém sido descritas nas formas de
craniossinostose associadas a SSC. Quatro familias brasileiras com ACS |Il foram
avaliadas do ponto de vista dismorfoldgico e rastreadas para mutagbes no gene
Twist. O protocolo de investigacédo incluiu exame dismorfolégico dirigido, estudo
de imagem (radiografia de cranio, térax, coluna vertebral, tomografia
computadorizada de crénio e ultrassonografia abdominal), estudo citogenético
com bandamento G e sequenciamento direto de DNA dos produtos de PCR
amplificados para o exon 1 do gene Twist, nos individuos que apresentavam ao
menos um sinal clinico desta condicdo. Ao exame, observou-se importante
variabilidade de caracteristicas faciais, incluindo assimetria facial (20/24),
braquicefalia (16/24), orelhas com acentuacdo do ramo da hélice (15/24) e
implantagdo baixa (13/24), hipoplasia malar (13/24), ponte nasal proeminente
(13/24), implantagdo baixa dos cabelos na fronte (12/24), ptose palpebral (12/24).
Achados adicionais incluiram sindactilia cutanea parcial dos artelhos (18/24),
clinodactilia do §° dedo (13/24), haluces alargados (13/24). Somente em uma
familia observou-se sindactilia cutanea total, entre 0 2° e 3° artelhos. Sete
individuos apresentaram radiografia de cranio com craniossinostose bicoronal, um,
craniossinostose unicoronal e dois com forame parietal bilateral. O sinal da prata
batida apareceu nos oito casos. A radiografia de térax em dois individuos mostrou
fusdo parcial dos 1° e 2° arcos costais a esquerda e na radiografia de coluna
lombo-sacra dois casos apresentaram espinha bifida lombar. O exame de
cariétipo dos propésitos de cada familia foi normal e o estude molecular ndo
detectou alteragdes no exon 7 do gene Twist.
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Esse estudo reforga a importéncia da avaliagéo dismorfolégica em SSC e
sugere que o emprego de outras técnicas de biologia molecular poderia contribuir
para elucidar o papel do gene Twist nos achados clinicos desta casuistica.

Além disso, os dismorfismos detectados poderiam, ainda, ser decorrentes
de outros genes envolvidos na regulagdo do desenvolvimento craniofacial e de
membros.
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SUMMARY






Saethre-Chotzen syndrome (acrocephalosyndactyly type Ill) is an autosomal
dominant craniosynostosis condition, with high penetrance and variable
expressivity. Mutations in the Fgfr1-Fgfr3 and Twist genes are known to cause
craniosynostosis, the former by constitutive activation and the Iatter by
haploinsufficiency. The Twist gene maps to 7p21 and mutations in the gene have
been reported in the SCS form of craniosynostosis.

The aims of this study were characterize the dysmorphological variability
and mutations in exon 1 of Twist gene using direct sequencing in four Brazilian
families presenting SCS. Twenty-four patients were included in our study,
diagnosed as having features of Saethre-Chotzen syndrome. The phenotypic
characteristics of all patients were inventoried. Also, a DNA test had been
performed and their genotype was noted. Facial features, present were facial
asymmetry (20/24), brachycephaly (16/24), small ear with prominent crura (15/24),
maxillary hypoplasia (13/24), lowset ears (13/24), and ptosis of the eyelids (12/24),
lowset frontal hairline (12/24), ocular hypertelorism (11/24). Additional findings
included partial hands and feet cutaneous syndactyly (18/24), clinodactyly (13/24),
and broad great toes (13/24); in one family was observed total cutaneous
syndactyly in feet. Skull X-rays were abnormal in 8 patients in which it was
performed; partial fusion of 1* and 2™ ribs was detected in 2 individuals and 2 had
lumbar spina bifida. Chromossomal analysis on GTG-banding were normal.,

The analysis was carried out by direct DNA sequencing of PCR amplified
products for exon 1 in the proband of each family. No Twist mutations were found.

In conclusion, this four SCS families may have mutations in other genes of
the same developmental pathway. This study reinforces the importance of the
dysmorphological evaluation in patients with craniosynostosis, as well as all their
families, especially ACS lll, in which inter and intrafamilial variability make the
diagnosis more difficult.
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1.INTRODUCAO






1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As Acrocefalossindactilias (Do grego akros = ponta, kefalos = cranio, syn =
reunido, déctilo = dedo) constituem um grupo de defeitos congénitos com
similaridade fenotipica, evidenciada por craniossinostose, hipertelorismo ocular,
proeminéncia nasal, ponta nasal caida, hipodesenvolvimento de face média e
anomalias variaveis de méos e pés. Inclui-se neste grupo, a Sindrome de Apert
(ACS Tipo I, OMIM 101200), Sindrome de Saethre-Chotzen (ACS Tipo Ill, OMIM
101400) e Sindrome de Pfeiffer (ACS Tipo V, OMIM 101600).

A craniossinostose foi mencionada pela primeira vez por Homero na pessoa
de Térsites, “cuja cabeca terminava em ponta... conquanto orador de palavra
fluente... o homem mais feio de quantos no cerco de Troia se achavam’. ILIADA I,
v. 212-246 (Menkes, 1984). Este sinal clinico tem incidéncia de 1:2500 nascidos
vivos e pode ser definido como a fusdo prematura de uma ou mais suturas dos
ossos chatos do cranio, acarretando em conformagdo craniana anormal, com
consequlente hipertenséo intracraniana, diminuicdo de fluxo sangiineo cerebral,
obstrucéo de vias aéreas, diminuicdo da acuidade visual e auditiva, déficit de
aprendizado e efeitos psicoldgicos adversos (Cohen, 1986).

Tanto fatores genéticos como néo genéticos contribuem para causar a falha
do tecido da sutura na execugdo de suas fungbes proliferativas e anti-
diferenciativas (Wilkie et al.,, 1997). As craniossinostoses isoladas podem ocorrer
devido a interferéncia de fatores ambientais (mecanicos) e genéticos
(multifatoriais, isoladas com transmiss@o entre geragdes, ou ainda como parte de
quadros de anomalias congénitas multiplas) (Cohen, 1986).

Atualmente, considera-se que a formagdo e o desenvolvimento do cranio
estdo relacionados a um complexo mecanismo de regulagéo génica, do qual faz
parte o gene Twist.

Neste estudo, sera abordado o papel deste gene em individuos com sinais
clinicos sugestivos de Sindrome de Saethre-Chotzen.
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1.2 ACROCEFALOSSINDACTILIAS (ACS)

1.2.1 SINDROME DE APERT (ACS |, OMIM 101200)

A Sindrome de Apert € uma heredopatia autossémica dominante,
relacionada a mutagbes no gene FGFR2, localizado na regiao 10g26, com
incidéncia de 1:100.000 nascidos vivos. No Quadro 1 estdo as principais
caracteristicas clinicas da Sindrome de Apert (Cohen & Kreiborg, 1993).

Quadro1 Caracteristicas clinicas da Sindrome de Apert (Cohen & Kreiborg,
1993).

Sindrome de Apert

Intelecto Atraso do desenvolvimento motor
Deficiéncia mental

Craniofacial Craniossinostose
Turribraquicefalia
Hipoplasia de linha média da face de moderada a severa

Membros Sindactilia de tecidos moles e 6sseos dos dedos e artelhos,
envolvendo numero variavel de dedos.
Anquilose de cotovelos

QOutras Fusao de vértebras cervicais

Hidrocefalia é incomum, mas ocasionalmente associada a

anormalidades de 6rgaos internos.
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1.2.2 SINDROME DE PFEIFFER (ACS V, OMIM 101600)

A Sindrome de Pfeiffer € uma heredopatia autossémica dominante, com
incidéncia de 1:100.000 nascidos vivos, muito heterogénea tanto nos aspectos
clinicos quanto moleculares, relacionados a mutagées nos genes FGFR1 (OMIM
136350), localizado na regi&o 8p11.2-p11.1 e FGFR2 (OMIM 176943), localizado
na regido 10g26. Cohen (1993) propés a divisdo da sindrome em trés tipos,
obedecendo a aspectos clinicos (Quadro 2).

Quadro 2 Tipos e caracteristicas clinicas da Sindrome de Pfeiffer (Cohen,1993).

Sindrome de Sindrome de Sindrome
, Pfeiffer Pfeiffer de Pfeiffer
Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3
Intelecto Normal Atraso do desenvolvimento motor

Deficiéncia mental

Craniofacial Craniossinostose Craniossinostose com Craniossinostose com
cranio em forma de trevo | cranio de conformagao
Hipoplasia de linha turribraquicefalica
média da face de Proptose extrema
moderada a severa Proptose extrema
Membros Polegares e haluces Polegares e haluces alargados, desviados
alargados, desviados medialmente
| medialmente

Sindactilia de tecidos moles
Sindactilia de tecidos

moles Anquilose dos cotovelos e joelhos
Braquidactilia Braguidactilia
Outras Deficiéncia auditiva Atresia e estenose de coanas
alteragoes Hidrocefalia Anormalidades laringotraqueais

Hidrocefalia, convulsdes e aumento do risco
para morte precoce.
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1.2.3 SINDROME DE SAETHRE-CHOTZEN (ACS Ill; OMIM 101400)

Descrita pelos médicos Haakon Saethre (1931) e F. Chotzen em (1932),
esta sindrome tem varios graus de anomalias do cranio, causando acrocefalia,
braquicefalia, plagiocefalia ou trigonocefalia. As caracteristicas faciais incluem
implantagcdo baixa dos cabelos na fronte, assimetria facial, hipoplasia maxilar,
prognatismo mandibular, além de orelhas pequenas, dismorficas e com
implantagdo baixa. Anomalias oculares como blefaroptose, estrabismo, epicanto,
estenoses do ducto lacrimais estdo descritas e, em raros casos, pode haver a
perda da visdo devido a atrofia do nervo 6ptico por compressado 6ssea (Howard et
al., 1997).

O nariz pode apresentar desvio do septo, ponte baixa ou proeminente e, na
regido oral, tem sido relatados palato ogival e anomalias dentarias (dentes
ausentes, supranumerarios ou anémalos), levando a ma oclusao (Reardon et al.,
1994).

Dentre as anomalias digitais caracteristicas da Sindrome de Saethre-
Chotzen destacam-se sindactilia cutanea parcial ou total, preferencialmente entre
2° e 3° dedos; prega unica nas palmas, braquidactilia, polegares alargados ou
digitiformes, clinodactilia, haluces alargados e (ou) valgos, também estao descritos
(Gorlin et al., 1990; Reardon et al., 1994; Wilkie et al., 1995; Howard et al., 1997,
El Ghouzzi et al., 1999).

Alguns individuos afetados podem apresentar, ainda, baixa estatura e
anormalidades musculo-esqueléticas como fus@o de vértebras cervicais, sinostose
radio-ulnar, limitacdo da mobilidade articular, principalmente incapacidade para a
extensdo completa de cotovelos. Também foram descritos defeitos cardiacos,
criptorquidia e anomalias renais (Kopysc et al., 1980, Gorlin et al., 1990; Reardon
et al., 1994).

O individuo afetado, de modo geral, tem inteligéncia normal, entretanto,
deficiéncia mental moderada e convulsao ja foram relatadas (Kopysc et al., 1980;
Wilkie et al., 1995; Howard et al., 1997; El Ghouzzi et al., 1999).
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O mecanismo de transmissdo € autossoémico dominante com alta
penetrancia e expressividade varidvel, o que pode dificultar o diagndstico de
formas mais brandas. Assim, a prevaléncia estimada de nascimento é 1/25.000 -
1/50.000 (Paznekas ef al., 1998).

A historia da Sindrome de Saethre-Chotzen seguiu uma rota comum em
genética molecular, através de estudos de ligagéo e identificagcdo de translocacdes
em individuos com o fendtipo desta sindrome, levou a clonagem de posigéo,
identificacéo de um gene candidato e suas mutagdes (Zackai & Stolle, 1998).

O locus da SSC foi mapeado na regido cromossémica 7p21-p22 por analise
de ligagao (Brueton et al., 1992; Lewanda et al.,1994; van Herwerden et al., 1994).

Estudos posteriores descreveram mutagdes no gene Twist (OMIM 601622),
localizado na regiao 7p21, em individuos com fenétipo de SSC. Este gene codifica
um fator de transcrigdo envolvido na morfogénese craniofacial e de membros
(Wilkie et al., 1995; Bougeois et al., 1996; El Ghouzzi et al, 1997; Howard et
al., 1997, Rose et al., 1997, Paznekas et al., 1998; El Ghouzzi et al., 1999).

Entretanto, a utilizacdo do rastreamento destas mutacbes para o
diagnéstico da SSC tem encontrado controvérsia entre diferentes autores
(Paznekas et al, 1998; El Ghouzzi et al, 1999; El Ghouzzi et al., 2000). A
frequéncia observada de mutagbes no gene Twist € inferior a esperada, tornando
dificil a correlacao gendtipo-fenétipo (Paznekas et al., 1998).

Em estudos com pacientes portadores de SSC, sem mutagcdo no gene
Twist, foram encontraram alteragdes no gene FGFR2 (OMIM 176943) e no gene
FGFR3 (OMIM 134934), sugerindo a existéncia de uma via mais complexa na
regulagdo do desenvolvimento craniofacial e de membros, envolvendo a interagdo
entre varias proteinas (Reardon et al., 1997; Paznekas et al., 1998; Passos-Bueno
et al., 1999).
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1.3 ASPECTOS EMBRIOLOGICOS DO DESENVOLVIMENTO NORMAL DO
CRANIO E DOS MEMBROS

Para melhor compreens&o dos mecanismos embriogénicos envolvidos nas
ACS, optou-se descrevé-los em separado.

1.3.1 EMBRIOLOGIA DO CRANIO

A morfogénese dos ossos da abdbada craniana e do complexo facial € um
longo processo, iniciado precocemente na embriogénese e completado durante a
idade adulta.

O sistema esquelético origina-se de células do mesoderma e da crista
neural. Ao final do periodo de gastrulagéo, trés camadas de tecidos primarios,
ectoderme, mesoderme e endoderme, estdo presentes no embrido. A quarta
camada torna-se identificavel com a migragao da crista neural, que ocorre entre os
19-38 dias no embridao humano (Opperman, 2000). A crista neural desenvolve-se
proxima a terceira e quarta semana de idade gestacional, e contém uma
populacao de céelulas migratérias, que inicialmente dispGe-se como uma camada
celular idéntica ao longo de todo o embrido, mas rapidamente diferencia-se em
crista neural cefalica e crista neural truncal.

O segmento cefalico origina a maior parte do mesénquima da cabega,
derivando dela seu esqueleto, tecido conjuntivo, musculatura e as células que
formam a bainha do sistema nervoso periférico. As células mesenquimais
possuem a capacidade de se diferenciar em varios tipos celulares, como
fibroblastos, condroblastos ou osteoblastos (Moore, 2000).

O cranio desenvolve-se a partir do meséngquima em torno do encéfalo em
desenvolvimento. E constituido pelo neurocranio cartilaginoso, membranoso e
viscerocranio (esqueleto da face).
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1.3.1.1 Neurocranio Cartilaginoso

Inicialmente, o neurocranio cartilaginoso ou condrocranio € constituido pela
base cartilaginosa do cranio em desenvolvimento, que se forma pela fusdo da
cartilagem paracordal ou placa basal que originara a base do osso occipital bem
como os limites do foramen magno, e cartilagem hipofisaria que formara o corpo
do osso esfenodide. Mais tarde ocorrera a ossificagao endocondral, formando os
ossos da base do cranio, comegando com 0s 0Ssos occipitais, basiesfenodides
(corpo esfendide), etmoides e temporais (partes petrosa e mastdidea) (Moore,
2000).

1.3.1.2 Neurocranio Membranoso

A ossificagdo intramembranosa ocorre no mesénquima lateral e na porgéo
superior ao encéfalo, formando a calvaria. O desenvolvimento da calvaria difere
bastante daquele apresentado pela base do cranio, caracteristicamente mais
complexo, lento e harmdnico quanto ao crescimento e fusdo do tecido
cartilaginoso. Durante a vida fetal, os ossos chatos da calvaria estdo separados
por membranas de tecido conjuntivo denso, que formam articulagbes fibrosas,
denominadas Suturas, que dependendo de sua posi¢cao em relagao aos ossos do
cranio, podem ser denominadas de frontal ou metdpica, sagital, coronaria,
lambdéide e temporal. As suturas contém células osteogénicas imaturas com
rapida capacidade diviséria. Uma proporgao destas se diferencia em osteoblastos
e produz novo osso (Wilkie, 1997; Opperman, 2000). Seis grandes areas fibrosas
denominadas Fontanelas estao presentes onde varias suturas se unem.

Da mesma forma que as suturas, as fontanelas podem ser classificadas de
acordo com sua localizagdo em relagdo aos ossos do cranio, em anterior ou
bregmatica, antero-laterais (esfendides), postero-laterais (mastoides) e posterior
ou lambdoide. Com 18 semanas os 0ssOos mineralizados e as suturas sao
induzidos ao longo das linhas de aproximagao, consegientemente, o cranio se
alarga devido ao crescimento oposicional das suturas, com deposicdo de matriz
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Ossea pré-mineralizada (ostedide) ao longo das suturas marginais (Wilkie et al.,
1997; Moore, 2000).

Normalmente a fontanela posterior, fecha-se aos trés meses e a anterior
aos oito meses de idade extra-uterina. O cranio tem um periodo de maximo
crescimento nos primeiros 12 meses de vida extra-uterina e continua crescendo
até os 12 anos de idade. A ossificacdo completa se da em torno dos 50 anos.
(Moore, 2000).

1.3.1.3 Viscerocranio

O viscerocranio forma o esqueleto da face. A cartilagem do primeiro arco
faringeo forma os ossos bigorna e martelo, e o segundo arco da origem ao estribo
e ao processo estildide do osso temporal. As cartilagens do segundo e terceiro
arcos faringeos formam o osso hidide.

A proeminéncia maxilar do primeiro arco faringeo sofre ossificagao
intramembranosa, formando a por¢do escamosa do osso temporal, maxilar e
zigomatico. O mesénquima da saliéncia mandibular se condensa em torno da
cartilagem e sofre ossificagdo intramembranosa para formar a mandibula (Moore,
2000).

O cranio pode assumir algumas formas caracteristicas dependendo da
sutura especifica envolvida na desordem de progressao da ossificacao, sendo
classificadas, morfologicamente, em:

Acrocefalia (Do grego akros = ponta e kefalos = cranio): também conhecida como
turricefalia, trata-se de um fechamento de multiplas suturas precocemente.
Caracteriza-se por um excesso de altura do cranio com estiramento vertical da
fronte.

Braquicefalia (Do grego braqui = plano e kefalos = cranio): fusao bilateral das
suturas coronais produzindo aumento da distancia bitemporal e diminuigéo antero-
posterior da abdbada craniana.
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Trigonocefalia (Do grego trigonos = triangular e kefalos = cranio): corresponde ao
fechamento precoce da sutura metopica. Clinicamente manifesta-se com
proeminéncia da regido frontal acompanhada de hipoteleorbitismo associado a
rotagao latero-posterior das érbitas.

Plagiocefalia (Do grego plagios = obliquo e kefalos = cranio): decorre da fusdo
precoce unilateral da sutura coronal produzindo uma assimetria craniana.
Observa-se uma deformidade em trés dimensdes. A orbita afetada encontra-se
para fora, para cima e para tras do plano da face.

Escafocefalia (Do grego skafh = barco e kefalos = cranio): decorre de uma fusdo
prematura da sutura sagital, caracterizando-se por uma diminuigcdo na dimenséo
bitemporal, e alongamento antero-posterior do cranio.

Oxicefalia (Do grego oxis = agudo e kefalos = cranio): fusdo prematura de
multiplas suturas, (sagital e coronal). O cranio apresenta freqlentemente uma
diminui¢dao em sua dimensao horizontal.

1.3.2 DESENVOLVIMENTO DO ESQUELETO APENDICULAR

O esqueleto apendicular é constituido pelas cinturas escapular e pélvica e
pelos ossos dos membros.

Os ossos mesenquimais formam-se durante a 5% semana do
desenvolvimento embrionario, quando condensagdes do mesénquima aparecem
nos brotos dos membros. Durante a 6% semana, os moldes de ossos
mesenquimais dos membros tornam-se cartilaginosos, formando os moldes de
cartilagem hialina para os ossos. A clavicula se desenvolve, inicialmente, por
ossificac@o intramembranosa e, mais tarde, forma cartilagens de crescimento em
ambas as extremidades. Os moldes da cintura escapular e dos ossos dos
membros superiores aparecem ligeiramente antes dos da cintura pélvica e dos
membros inferiores.

Os moldes aparecem em seqiiéncia proximo-distal.
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Nos ossos longos, a ossificagdo comega durante a oitava semana nas
diafises dos ossos nos centros primarios de ossificagdo. Com 12 semanas,
aparecem em quase todos os ossos dos membros. As claviculas comegam a
ossificar-se antes de qualquer outro osso do corpo. Os fémures s&o os proximos a
mostrar tracos de ossificagdo. Centros primarios de ossificagdo aparecem em
momentos diferentes nos ossos; porém na maioria deles aparece entre a 7 ° e a
12 ® semana do desenvolvimento. A parte de um osso que € ossificada a partir de
um centro primario € a diafise (Moore, 2000).

Os centros secundarios de ossificagdo do joelho sdo os primeiros a
aparecer.

Os centros da extremidade proximal da tibia usualmente aparecem durante
o ultimo més de vida intra-uterina, consequentemente, estdo presentes ao
nascimento, no entanto a maioria desses centros aparece no periodo pés-natal.

A parte ossificada a partir de um centro secundario € a epifise.

O osso formado por um centro primario da diafise s6 se funde com o
formado pelos centros secundarios das epifises depois do osso atingir seu
tamanho adulto.

Durante o crescimento do o0sso, uma placa de cartilagem (disco
cartilaginoso epifisario) situa-se entre a diafise e a epifise. O disco é finalmente
substituido por osso que se forma de ambos os lados, diafisario e epifisario
cessando o crescimento 0sseo.

As articulagdes originam-se do mesénquima interzonal entre os primordios
dos ossos. Em uma articulagao fibrosa, o mesénquima interposto diferencia-se em
tecido conjuntivo fibroso denso. Na articulagdo cartilaginosa o mesénquima
interposto diferencia-se em cartlagem. Na articulagdo sinovial, dentro do
mesénquima interposto forma-se uma cavidade sinovial por degeneracdo das
células. O mesénquima também da origem a membrana sinovial e ao ligamento
capsular e a outros ligamentos da articulagao (Moore, 2000).
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1.4 MECANISMOS DE REGULAGAO DA FORMAGAO DAS SUTURAS
CRANIANAS

A craniossinostose ocorre como resultado da perturbacdo do equilibrio
entre os fatores envolvidos na regulagao da proliferagado, diferenciagéo e apoptose
das células da sutura craniana.

Para compreender os eventos que levam a craniossinostoses, varios
pesquisadores utilizaram modelos animais, principalmente o murino, para estudar
0 mecanismo biomolecular que ocorre antes, durante e apds a fusdo da sutura
craniana (Wilkie et al, 1997; Kim et al., 1998; Fragale ef al, 1999; Opperman,
2000: Rice et al., 2000; Greenwald et al., 2001).

E importante observar a distribuicdo e localizagdo das proteinas envolvidas
na morfogénese da sutura, para entender o mecanismo e regulagéo durante a
fus@o precoce.

O mecanismo de formagdo da sutura € um processo equilibrado por
proteinas estimuladoras e inibitérias do processo de crescimento. E através da
modulacdo de expressdo entre estas proteinas que temos o desenvolvimento
harmonico dos ossos da calvaria (Figura 1). As proteinas envolvidas neste

processo e sua localizagédo estéo indicadas no Quadro 3.
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Figura 1 Representacdo da pré-sutura (A), formacéo da sutura (B) e fusédo da
sutura (C) (Opperman, 2000).
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Quadro 3 Locais de agéo e proteinas envolvidas no processo de ossificacdo

dos ossos da calvaria (Opperman, 2000).

Osteogénicas

LOCALIZAGCAO PROTEINAS

TGF-B1, TGF-B2, TGF-3, FGFR3c, MSX1, MSX2,
Dura Mater FGF-2, FGFR1, FGF-9, BMP-4, BMP-7

FGFR1c, FGFR2, FGFR3c, Colageno tipo |, BMP-4,
Camadas

BMP-7, TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3

Frentes

Osteogénicas

MSX2, TGF-p1, TGF-B3, FGFR1c, FGFR3c,
FGFR2b& c, ID, Colageno tipo | & lll, AP, BMP-2,
BMP-7

FGFR1, FGFR2c, FGFR3c, ID, TGF-B1, TGF-B2,
TGF-B3, Colageno tipo | & Ill, SHH, PTC, BMP-4,
MSX2, AP, CBFA1

TGF-B1, TGF-B2, Colageno tipo | & lll, FGF-2, IGF-I,
BSP-l, OC, CBFA1

Pré-Sutura

TWIST, Colageno tipo Ill, MSX1, MSX2,
BMP-4, BMP-7, FGF-4, FGF-9

Sutura

MSX1, Colageno lll, FGFR1, FGF-9

Fusdo da Sutura

Colageno tipo I, TGF-B1, TGF-2, FGFR1, FGFR2,
MSX2, OC, BSP-I

Ossos

BSP-I, BSP-ll, Colageno tipo I, FGF-2, ON, AP
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Antes da formacdo da sutura, as proteinas Twist, BMP-4 e 7, FGF-9 e
MSX1 e 2 estéo envolvidas na sinalizagéo epitélio-mesenquimal no mesénquima
sutural, na dura mater e nas frentes osteogénicas de aproximacao. Também estéo
presentes nestas areas as proteinas FGFR 1, 2 e 3. A FGFR2 n3o esta presente
na sutura e dura, ao contrario de sua grande expressio nas frentes osteogénicas
de aproximag&o. As proteinas TGF-B1, 2 e 3 estdo presentes na dura mater e nas
frentes osteogénicas de aproximagdo, mas ausentes no mesénquima sutural
(Opperman, 2000). Rice et al. (2000) em estudos realizados in vivo, utilizando
modelo murino, demonstraram a expressdo dos genes Twist e FGFRSs.

A proteina Twist foi intensamente expressa no mesénquima através do
primeiro e segundo arcos branquiais, no mesénquima circundante ao olho em
desenvolvimento e abaixo ao epitélio. A expressao tornou-se mais restrita,
bordejando areas de mesénquima condensado da calvaria. Essas condensacgdes
consistem em osteoprogenitores que se diferenciam em osteoblastos funcionantes
dos ossos parietal, temporal e frontal. Continuou a ser expresso no mesénquima
da calvaria, porém n&o em osteoblastos maduros. No periodo pos-natal a
intensidade decresceu.

Durante o processo de aproximagdo e sobreposicdo das frentes
osteogénicas, fatores envolvidos na estrutura de formagéo, como SHH, PTC e ID
estdo presentes enquanto que o Twist e MSX2 estio regulados negativamente.
Ap6s algum tempo, pode-se observar distribuicdo diferencial dos componentes da
matriz extracelular, com CBFA1, BSP-I, BPS-Il, Colageno tipo |, ON e AP
encontrados no osso e Colageno tipo | e tipo Ill expressos nas frentes
osteogénicas, junto com FGFR1 a 3 e TGF-B1, 2 e 3. A matriz da sutura mostra
principalmente expressdo do colageno tipo Il e FGF-9, MSX1 e inicio da
expressao do FGFR1.

Os fatores que regulam positivamente a matriz da sutura s&o o colageno
tipo I, TGF-B1 e B2, FGFR1, FGFR2 e BSP-I, enquanto CBFA1, FGF-2 e IGF-1

tornam-se expressos na frente osteogénicas. Os fatores MSX1, ID, SHH, PTH e
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FGF-9 estéo regulados negativamente (Opperman, 2000).

Rice et al. (2000) e Opperman (2000) propuseram que as FGF inibem o
Twist, que tem funcdo de regular negativamente o FGRF, modulando sua
atividade. Com as mutagdes no gene Twist, ocorreria aumento de expressao dos
FGFR, levando a maturagéo precoce das células mesenquimais em osteoblastos
maduros, com consequente fusdo das suturas.

As craniossinostoses associadas a mutagbes nestes fatores podem
ocorrer por falta de expressdo de um dos alelos (haploinsuficiéncia) ou pelo
excesso de expressao (superexpressao).

A figura 2 mostra a representagdo esquematica de associagles

conhecidas entre fatores ligados a craniossinostoses.

TGF-p3 -———» FECHAMENTO DA
a SUTURA

BMP4

— ID
T \
- CBFA1
MSXZ FGF2 TWIST FGFR—» FECHAMENTO
BMPS TT ™M DA SUTURA

\'r

|
A

FGF2 —» TGF-B2 ——% FECHAMENTO DA

T i SUTURA
" EGF4 —» FECHAMENTO DA
A SUTURA

Figura 2 Representacdo esquematica de associagdes conhecidas (setas
continuas), e pouco conhecidas (setas descontinuas) entre fatores
ligados a craniossinostoses. O numero de setas curtas mostram o
grau de regulagéo positiva ( T ) ou regulagdo negativa ( - ) de cada

fator resultando em craniossinostose (Opperman, 2000).
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Os FGFRs formam uma familia com quatro receptores tirosina-quinase
(FGFR 1 a 4), codificados por quatro genes distintos (Naski & Ornitz, 1998).

Estas proteinas consistem de um dominio extramembranoso que se
acopla ao ligante, um dominio transmembranoso e um dominio intracelular
tirosina-quinase. A regido extracelular contém trés dominios imunoglobulina-like
(Ig-like), um dominio de acoplamento a heparina e uma seqiéncia de sete
aminoacidos acidos. As regides implicadas no acoplamento ao ligante s&o o
dominio Ig-like I, a regido interloop entre os dominios Il e Il e a por¢do N-terminal
da la-like llI.

=quéncia C-terminal da lIg-like Ill parece ser importante para a

heparina. Nao ha interagdo direta da sequéncia C-terminal da Ig-like 1l com a
ncecula de FGF (Muenke, 1995; Naski & Ornitz, 1998). A figura 3 mostra a
utura primaria do FGFR.

O s o, i e SRR o5
sSP ] A I

1lb T KI P
Hie

e Gosd () —

=
= e

SP A 1 Hib ™ Ki P
Hic

Figura 3 Acima, FGFR completo com trés dominios Ig-/iike. Abaixo, forma

curta do FGFR com dois dominios Ig-/ike. SP, peptideo sinalizador;
A, regido acida; I, I, U, dominios Ig-like; TM, dominio
transmembranoso; Kli, dominio tirosina-quinase; P, regido putativa de
alta fosforilagcao; s-s, ponte de sulfito (Naski & Ornitz, 1998).

Esses dominios de ligagdo apresentam variantes por “splicing” alternativo,
de particular interesse por possuirem diferente especificidades de ligacao, além de
expressao temporo-espacial Unica, sugerindo funcdes especificas em cada fase
da maturagéo.
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Em estudos conduzidos por Rice et al. (2000), a FGFR1b mostrou
expresséo fraca quando comparada a outras FGFRs. Seus transcritos ndo sdo
vistos nem nos 0ssos da calvaria nem nas suturas.

A FGFR1c foi detectada nos ossos da calvaria, mais notavelmente nas
frentes osteogénicas, sitios de grande condensacdo e diferenciagdo de
osteoblastos. E também expressa em muitas cartilagens da cabegca em
desenvolvimento. A FGFR2b foi expressa nas frentes osteogénica dos 0ssos
parietais, no epitélio em desenvolvimento e na pele, incluindo os foliculos
capilares. A FGFR2c foi encontrada em regides similares ao FGFR2b, mas
geralmente com intensidade mais forte. A FGFR3b foi fracamente e FGFR3c
fortemente expressas em muitas cartilagens da cabega. A maioria dessas
cartilagens ndo contribui para os ossos da calvaria, a qual se forma diretamente
do mesénquima. A FGFR3c também foi detectada com baixa intensidade no
peridsteo da cabega e frente osteogénica frontal. A FGFR4 foi intensamente
detectada no desenvolvimento muscular, porém estdo ausentes nos 0ssos da
calvaria ou mesénquima.

Cada receptor mostra alta afinidade com um subtipo de FGF. Até o
momento foram identificadas nove proteinas estruturalmente relacionadas a
familia de Fatores de Crescimento de Fibroblasto (FGF) de mamiferos,
denominadas FGF1 a FGF9 (Muenke, 1995).

Essas proteinas regulam a proliferagcdo, diferenciacédo, migragao celular,
angiogénese, cicatrizagdo, desenvolvimento embrionario e estdo implicados na
transformagéo maligna de alguns tecidos.

A FGF liga-se a glicosaminoglicanas e a heparina, que est&o localizadas
na superficie celular e no interiror da matriz extracelular, servindo como sitios de
ligagdo para as FGF. A heparina liga-se diretamente ao FGFs e FGFRs,
modulando a ativacdo do FGFR (Spivak-Kroizman et al, 1994; Naski et al, 1998).

A figura 4 mostra o modelo de dimerizagéo (Spivak-Kroizman et al., 1994).
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Figura 4 Modelo de dimerizacdo induzida pela heparina e ativagdo do FGFR.

A ligacdo de duas FGF aos seus receptores causa sua dimerizagdo, e
ativacdo de seus sitios tirosina-quinase intracelulares. A fosforilacdo destes
receptores inicia ao menos dois tipos de sinais (figura 5). O primeiro atraves da
proteina G-Ras, com sinalizagdo para sintese de novo mRNA, o segundo sinal
mediado pela fosfolipase C, que modifica a condigcéo idnica do citoplasma (Park et
al.,1995).

Membrana Citoplamatica

Dominieo tirosina-guinase

(Ras)
@ e
(MAPKKK)

P’
(MAPKK)
4

Membrana Muclear

L 4
ATIVAGAO DOS FATORES DE
TRANSCRICAO

Figura 5 Vias de transducgéo do sinal, ativadas pela ligagéo de duas FGFs aos
seus receptores.
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1.5 MECANISMOS DE REGULAGAO DA FORMAGAQ DOS MEMBROS

Os ossos dos membros sdo formados a partir de um precursor de
cartlagem que provém do mesoderma condensado. Essas condensagbes
representam o estagio mais precoce da formagdo dos membros e séo
considerados os precursores dos ossos maduros dos membros (Moore, 2000).

Apés a condensacao, as células mesodérmicas do interior de cada
condensagéo diferenciam-se em condrocitos. Essa diferenciagdo ocorre em
sincronia com o crescimento do membro. A regulagdo temporo-espacial da
diferenciagdo do mesénquima em condrécitos € um passo crucial na formagao
o0ssea endocrondral, que desenvolve e prové uma matriz para a ossificagdo
subseqgliente (Weston et al., 2000).

Os digitos dos membros s&o resultado de um processo complexo, em que
sinais de morte e sobrevivéncia celulares sdo mediados por diferentes fatores de
crescimento.

As BMPs constituem uma grande familia de fatores de crescimento
pertencentes a superfamilia TGF-.

A descoberta destas proteinas foi feita a partir da propriedade de extratos
purificados de ossos que promovem a formagéo de cartilagem e 0ssos sob a pele
ou no interior de musculos de camundongos adultos (Macias et al., 1997).

Como outros membros desta familia, interagem com a superficie celular
através de receptores com a transdugdo do sinal através de dominios
intracelulares serina-treonina. Muitos membros da familia BMP atuam no
desenvolvimento dos membros.

Assim, a BMP-2, BMP-4 e BMP-7 s3o expressas no mesoderma
indiferenciado dos membros, ectoderma apical e mesénquima interdigital. Entre as
fungdes atribuidas a essas BMPs estdo o controle da proliferacdao celular, a
regulagdo do crescimento e regressao de AER, diferenciagdo condrogénica,
controle da formagdo dos musculos, indugdo de apoptose e, possivelmente,
regulagcdo do eixo anteroposterior do membro primitivo (Macias et al, 1997,
Merino et al., 1999).
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Estudando modelos animais (aves), observou-se que a regidao de
desenvolvimento dos digitos € controlada pela regido de polarizagdo, uma
pequena area que contém células mesenquimais, na margem posterior do broto
do membro. Nestes modelos, foi proposto que uma proteina morfogénica
produzida neste local seria responsavel pelo inicio e expressao sustentada das
BMPs. A proteina candidata a esta fungdo € a SHH, que determina a regido do
membro competente para formag¢ao dos digitos, estabelecendo a inicializagéo de
células da regido, determinando também o controle do seu numero e identidade
de cada um dos digitos, através da modulagdo das BMPs. Assim, Drossopoulou et
al. (2000) propuseram que as BMPs atuam como morfogénicos polarizando e
progressivamente difundindo-se para o mesénquima adjacente, estabelecendo um
gradiente de concentragao, de tal forma que as células mais proximas formarao
nas aves os digitos anteriores e as mais distais os digitos posteriores.

O diagrama esquematico da figura 6 mostra a interrelagéo entre o SHH e as
BMPs na formacgao dos digitos em aves.

1
SHH
l l l i Identidade

CELULAS ESTIMULADA —" digital
2 IR

BMPs

Figura 6 Diagrama esquematico ilustrando o modelo proposto do
desenvolvimento digital em aves. Ocorre sinalizagado sequencial SHH
e BMP. A fungdo da SHH na fase de promogao (1) é definir a regiao
do broto competente para formar digitos. Durante a fase de
Promogao (2) SHH induz e mantém a expressao de BMP-2, que atua
sobre um conjunto de células inicializadas com o objetivo de
especificar uma estrutura digital (3). Baseado em Drossopoulou et
al., 2000.
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Gafan et al. (2001), observaram que a BMP-4 induz a morte por apoptose
no mesodema indiferenciado dos membros e ocorre particularmente na regiao
interdigital, onde ha co-expressao entre genes BMP e MSX, mas somente em
areas com baixa expressao de FGF, que aparentemente protege as outras areas
da apoptose.

A sinalizagéo dos FGFs nos membros em crescimento séo mediadas pelos
FGFRs com alta afinidade. O significado desta sinalizagdo € acentuado pelos
achados de desordens esqueléticas humanas com anormalidades digitais
resultarem de mutagdes nos FGFRs.

Estas alteracoes podem ser resultado de mutagdes do receptor, que
resultam no aumento da sua afinidade ao FGF, levando a sua superativagao.
Estes eventos causam migragé@o anormal das células embrionarias mesenquimais,
com formacdo de condensagdes mesenquimais aberrantes e levando ao
desenvolvimento de dedos anormais (Naski et al., 2000).

Assim, a interagdo entre estas diferentes proteinas leva a formagéo dos
dedos a partir do desenvolvimento de areas especificas e apoptose da regido
interdigital, “esculpindo” a formagao dos dedos.
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1.6 GENE TWIST

O gene Twist foi primeiramente identificado em Drosophila melanogaster
(Thisse et al, 1988), como um gene envolvido precocemente na formacdo do
mesoderma. Estudos neste modelo, realizados por Shishido et al. (1993),
indicaram que a proteina Twist afetaria a transcricdo dos FGFRs. Wolf et al.
(1991) demonstraram que o gene Twist esta envolvido na morfogénese cranial do
tubo neural em camundongos. Bougeois ef al. (1996) notaram que este gene
codifica uma proteina contendo um dominio basico hélice-alga-hélice (b-HLH)
partihada por muitas proteinas de ligagdo ao DNA e muito provavelmente
funciona como fator de transcricdo. Estes autores observaram que embrides
murinos homozigotos Twist-null exibiam falha no fechamento do tubo neural,
enquanto os heterozigotos resultam em fenétipos mais brandos consistentes com
aquelas encontradas na Sindrome de Saethre-Chotzen.

Em humanos, o primeiro locus para SSC foi sugerido por meio de estudo de
polimorfismos de fragmento de restricdo (Brueton et al, 1992), seguido de
polimorfismo com microssatélites (van Herwerden et al., 1994). A detecgédo de
translocagcGes cromossOmicas envolvendo a regido 7p21 e 7p22 (Reid et al.,
1993), em familias portadoras dessa entidade pdde dirigir os estudos para o uso
de citogenética com hibridizagdo fluorescente in situ (FISH) utilizando os
marcadores D7S493, D7S516 (Malcolm et al., 1993); D7S513, D7S516, D7S507,
D7S664 (Lewanda et al., 1994) e D7S488, D7S493 (Rose et al., 1994, Ma et al.,
1996). Bougeois ef al. (1996) e Howard ef al. (1997), mapearam o gene Twist
humano na regido 7p21-p22 por analise de ligagao.

Estudos moleculares em pacientes com SSC demonstraram mutagdes no
gene Twist, nos dominios hélice |, alca (loop) e basico de ligagdo ao DNA,
resultando em substituicbes de aminoacidos ou teminagédo prematura da proteina
(Howard et al., 1997 e El Ghouzzi et al., 1997).

Krebs et al. (1997) descobriram que o ponto de quebra de uma
translocacao aparentemente balanceada t(6;7)(q16.2;p15.3), associada a uma
forma branda de SSC (Tsuiji et al., 1995), ocorreu aproximadamente a 5 kb 3' do
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locus do Twist, acarretando a perda de 518 bp do cromossomo 7. Sequéncias
potenciamente exdnicas flanqueando o cromossomo 7 no ponto de translocagéo,
ndo correspondiam a genes conhecidos nos bancos de dados pesquisados. Eles
estabeleceram que o rearranjo a jusante do Twist implicou na perda de fungdo de
um alelo por efeito posicional causando a sindrome, o que seria compativel com a
hipétese do Twist ser o gene da SSC.

Rose et al. (1997) reportaram que os pontos de quebra em 4 pacientes
com SCS néo interrompiam a seqliéncia codificante do gene Twist e assim, mais
provavelmente, estava agindo através de um efeito posicional. Mutagdes no gene
Twist foram encontradas em 12 casos de SSC. Quatro destas familias estavam
presentes em estudos de ligagdo para o Jocus da SSC. Foram detectados
mutacdes missense e nonsense e 3 casos de duplicagdo de 21 pb; trés familias,
entretanto, foram identificadas como portadoras de uma mutagédo P250R no gene
FGRF3 (Golla et al., 1997). Além de translocagdes balanceadas (Wilkie et al.,
1995: Krebs et al, 1997), outros estudos detectaram, no gene Twist,
microdelecdes e auséncia de translocagbes nas regides codificadoras (Zackai et
al., 1998; Johnson et al., 1998).

O gene Twist contém 2 exons de 772 bp e 645 bp, separados por um Unico
intron de 538 bp.

O exon 1 é traduzido formando uma proteina com estrutura basica b-HLH.
O exon 2 ndo é traduzido (Howard et al., 1997; Robin, 1999). A figura 7 mostra o

esquema representativo do gene Twist (Yousfi et a/, 2001).

b-HLH Irtron

Dominio de ligagio do Esticei] Hagtea |l

DNA

Figura 7 Esquema representativo do gene Twist.
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As proteinas do tipo Hélice-Alga-Hélice ou Helix-Loop-Helix (HLH) (figura 8)
compartilham um tipo comum de motivo de seqliéncia: um segmento de 40-50
aminoacidos que contém duas hélices anfipaticas (possuem duas superficies, uma
hidrofilica e uma hidrofébica), separadas por uma regido de ligagdo (/oop ou alca)
de comprimento variado. Estas proteinas apresentam duas caracteristicas, a
presenca de regides helicoidais que se ligam ao DNA e a capacidade de formarem
tanto homodimeros como heterodimeros, por meio de interagdes entre residuos
hidrofébicos das faces correspondentes das duas hélices. Sdo denominadas
proteinas b-HLH por conterem uma regido adjacente ao motivo HLH que é
altamente basica, necessaria para a ligagdo no DNA, enquanto as proteinas HLH
nédo basicas impedem a ligagdo. Portanto, tanto a formagéao de dimeros quanto o
modo de ligagdo no DNA podem representar importantes pontos de regulagao da
transcricdo (Lewin, 2000). El Ghouzzi et al. (1997) demonstraram que a H-Twist
forma heterodimeros estaveis com outras b-HLH, entre elas a E12bHLH, uma
provavel parceira in vivo para a atividade transcripcional do H-Twist. E provavel
que o heterodimero Twist-E12 seja um regulador negativo da transcricdo em
células osteoblasticas em humanos. As histona-acetiliransferases (HATs) tém
papel critico no controle transcripcional por atenuar efeitos repressivos da
cromatina (Struhl, 1998). Hamamori et al. (1999) mostraram que a proteina Twist
liga-se diretamente a duas acetiltransferases com dominios HAT independentes, a
p300 e a p300/fator CBP-associado (PCAF), regulando diretamente suas
atividades HAT. O N terminal do Twist € um dominio primario que interage com
ambas as acetiltransferases, e o0 mesmo dominio s&o necessarios para inibir a
transcricdo p300 dependente. A proteina do adenovirus E1A mimetiza os efeitos
do Twist por inibir a HAT da p300 e PCAF.
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Figura 8 Modelo da proteina Twist, mostrando a estrutura basica Helix-Loop-
Helix (b-HLH) (SWISS PROTEIN PROJECT, 2000).

Wilkie (1997) revisou 0s genes e mecanismos envolvidos nas
craniossinostoses. Mutagdes em cinco genes deram nova compreensdo da
biogénese normal e anormal das suturas cranianas: MSX2, FGFR1, FGFRz,
FGFR3 e Twist. Embora as mutagdes nos genes MSX2 e FGFR envolvam ganho
de funcdo, as mutagdes do Twist envolvem perda de fungédo (haploinsuficiéncia).
Essa hipdtese é suportada pela evidéncia de mutagdes nonsense frequentes no
gene Twist, 0 que n&o ocorre nos genes MSX2 e FGFR. El Ghouzzi et al. (1999)
encontraram mutacbes do Twist em 16 de 22 pacientes com SSC néo
aparentados. Todas essas mutagdes envolviam o domino b-HLH da proteina. Os
gendtipos mutantes incluiram delegbes, inser¢bes e mutagdes nonsense e
missense, truncando ou causando ruptura do motivo b-HLH da proteina. Em dois
dos 22 casos estudados, havia a mutagdo P250R no gene FGFR3, apresentando

manifestacdes clinicas brandas da SSC.
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A hipétese da SCC também ser causada pela haploinsuficiéncia
resultante de delegbes em um alelo, sugere que o gene Twist tendo reduzido sua
expressao, levaria ao aumento do crescimento celular e sintese de colageno, bem
como da capacidade osteogénica. Contudo, inibiria a expressdo do gene da
osteocalcina. Isso prové um mecanismo que pode contribuir para a ossificagcéo
cranial prematura induzida por dele¢cdo do dominio b-HLH do Twist na SSC (Yousfi
et al., 2001).

Estudos moleculares demonstraram que muta¢cbes nonsense no gene
resultam em proteinas truncadas e instaveis mais rapidamente degradadas,
levando a haploinsuficiéncia; as mutagdes missense envolvendo o dominio
helicoidal, levam a completa perda da heterodimerizacdo do H-Twist com a
proteina E12 b-HLH, alterando dramaticamente a capacidade da proteina Twist
localizar o nucleo de celulas COS-transfectadas; as insergbes e mutagdes
missense envolvendo a regido do /oop alteram a formagao de dimeros, mantendo
a localizagdo nuclear da proteina. Assim, a perda da fungéo da proteina Twist é
atribuida a sua degradacdo e erro da localizagao subcelular (El Ghouzzi et al,
2000; Gripp et al., 2000).

No Quadro 4 estdo as mutagdes encontradas no exon 1 do gene Twist até o

momento.
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Quadro 4

Mutacbes encontradas no exon 1 do gene Twist.

Substituicdo nucleotidica (missense/nonsense)

Cdédon | Nucleotideo | Amino-acido Fendtipo | Referéncia

28 gCAG-TAG |GIn-Term SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150

61 cGGA-TGA | Gly-Term SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

65 cGAG-TAG |Glu-Term SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

78 gTCT-CCT Ser-Pro SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

103 TACg-TAA Tyr-Term SSC E! Ghouzzi (1997) Nat Genet 15, 42

103 TACg-TAG Tyr-Term SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
104 cGAG-TAG Glu-Term SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
116 gCGG-TGG | Arg-Trp SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
118 CGC-CAC Arg-His SsC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

119 CAG-CCG Gin-Pro SSC Howard (1997) Nat Genet 15, 36

120 CGC-CCC Arg-Pro SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150

122 cCAG-TAG GIn-Term SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
123 TCG-TAG Ser-Term SSC El Ghouzzi (1997) Nat Genet 15, 42

123 TCG-TGG Ser-Trp SSC Johnson (1998) Am J Hum Genet 63, 1282
126 cGAG-TAG Glu-Term SSC El Ghouzzi (1997) Nat Genet 15, 42

127 |GCG-GTG  |Ala-val SsC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150

131 CTG-CCG Leu-Pro SSC El Ghouzzi (1997) Nat Genet 15, 42

132 CGG-CCG Arg-Pro SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
134 ATCa-ATG lle-Met SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

136 CCC-CTC Pro-Leu SSC Johnson (1998) Am J Hum Genet 63, 1282
139 gCCC-TCC Pro-Ser SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
141 GAC-GGC Asp-Gly SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

141 gGAC-TAC Asp-Tyr SS8C Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
144 gAGC-CGC | Ser-Arg SSC El Ghouzzi (1999) Eur J Hum Genet 7, 27
145 AAGa-AAC Lys-Asn SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369

145 cAAG-GAG Lys-Glu SsC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
148 gACC-GCC |Thr-Ala SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150

148 ACC-AAC Thr-Asn SsC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
149 cCTC-TTC Leu-Phe SsC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
152 GCG-GTG Ala-Val SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
154 |cAGG-GGG |Arg-Gly SsC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369
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159 cCTC-TTC Leu-Phe SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
160 TACc-TAG Tyr-Term SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150
161 cCAG-TAG GIn-Term SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet 62, 1370
164 cCAG-TAG GIn-Term SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150
181 cGAG-TAG Glu-Term S.Baller- | Gripp (1999) Am J Med Genet 82, 170
Gerold
Insercbes pequenas
Nucleotideo | Cdédon |Insergdo Fendtipo Referéncia
272 91 CGGCGGCGGC |SSsC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150
308 103 A S§8C Howard (1997) Nat Genet 15, 36
384 128 C SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet
62, 1370
460 154 A S.Robinow- Kunz (1999) J Med Genet 36, 650
Sorauf

Delecbes pequenas

Cddon | Delegéo Fendtipo | Referéncia

87 CGGCGGCAGCGgGCGGCGGCGG |SSC Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150

117 GTGCGG*GAGCgecagegcACCCAGT | SSC El Ghouzzi (1999) Eur J Hum Genet

CGC 7,27

117 CGTGCGG*GAGcgcCAGCGCACCC |SSC Paznekas (1998) Am J Hum Genet
62, 1370

154 CGGCC"AGGTACcatcgACTTCCTCTA | SSC El Ghouzzi (1899) Eur J Hum Genet
7,27

162 CTACCAGMGTCcTCCAGAGCGA SSC El Ghouzzi (1899) Eur J Hum Genet
.27

Dele¢cdes grandes

Descricéo Fendtipo Referéncia

23 bp nt. 433 cd. 145 SSC Howard (1997) Nat Genet 15, 36

Incl. entire gene SsC Johnson (1998) Am J Hum Genet 63, 1282

Insercoes e duplicagoes grandes

Inserc&o de 21 bp nt 276

S§SC

Gripp (2000) Hum Mutat 15, 150.

Duplicacéo de 21 bp nt. 405

SSC

Howard (1997) Nat Genet 15, 36
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Duplicagéo de 21 bp nt. 416 SSC Howard (1997) Nat Genet 15, 36
Duplicagéo de 21 bp nt. 418 SSC Rose (1897) Hum Mol Genet 6, 1369
Duplicag¢éo de 21 bp nt. 419 SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369
Duplicacéo de 21 bp nt. 421 SSsC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369
Insercdo de 25 bp nt 423 SSC El Ghouzzi (1999) Eur J Hum Genet 7, 27
Rearranjos complexos
Del 2924 bp, ins GT nt 10962 SSC Johnson (1998) Am J Hum Genet 63, 1282
Del A nt 230, T-C nt 232 SSC Rose (1997) Hum Mol Genet 6, 1369
Translocagao t(2;7)(p23;p22) SSC Lewanda (1994) Am J Hum Genet 55,
1195
Translocacgéo t(6;7) (q16.2;p15.3) |SSC Krebs (1997) Hum Mol Genet 6, 1079
Translocagéo t(7;8)(p21;913) SSC Johnson (1998) Am J Hum Genet 63, 1282

Referéncia: Human Gene Mutation Database at the Institute of Medical Genetics
in Cardiff (http://archive.uwcm.ac.uk/uwcm/mg/search/135694.html).
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2. OBJETIVOS






O presente trabalho tem como objetivos:

1. Avaliar clinica e radiologicamente individuos com sinais sugestivos de
Sindrome de Saethre-Chotzen.

2. Pesquisar a presenga de mutagbes no exon 1 do gene Twisf, por meio de
seqlienciamento direto, em individuos com sinais sugestivos de Sindrome de
Saethre-Chotzen.
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3. CASUISTICA






A casuistica foi constituida de quatro familias com diagndstico prévio da
SSC, somando, ao todo, 31 individuos examinados, 16 do sexo feminino e 15 do
sexo masculino, com idades variando de 6 meses a 71 anos por ocasiao da
primeiro exame clinico-dismofoldgico.

A Familia 1 foi atendida no periodo de setembro de 1995 a outubro de 1995
no Ambulatério de Genética da Faculdade de Medicina do Triangulo Mineiro
(FMTM), Uberaba, Minas Gerais e as Familias 2, 3 e 4 foram atendidas no Servigo
de Genética Clinica (SGC) do Departamento de Genética Médica da Faculdade de
Ciéncias Médicas /UNICAMP, Campinas, Sao Paulo, no periodo de abril de 1999
a junho de 1999 e janeiro de 2001.

A SSC é a mais branda das formas de acrocefalossindactilia e apresenta
intensa variabilidade clinica. Tal fato, por vezes, torna dificil a identificagdo de um
individuo afetado quando ndo apresenta um quadro dismorfico evidente. Assim,
dentro de uma mesma familia, existiram situacbes em que apenas discretos
dismorfismos, que podem fazer parte da variagdo normal, foram valorizados pelo
contexto.
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3. METODOLOGIA
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O presente projeto foi elaborado de acordo com as orientagdes da
Declaracéao de Helsinki (1989), International ethical guidelines for biomedical
research involving human subjects (CIOMS/WHO, 1993) e Resolugdo Normativa
do Conselho Nacional Saude (CNS) 196/96, sendo aprovado pelo Comité de Etica
em pesquisa do Hospital de Clinicas da UNICAMP. Os individuos envolvidos efou
seus responsaveis, receberam esclarecimentos sobre o projeto e, estando de
acordo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido de participagao
nesta pesquisa (Anexo 1). Todos foram identificados por numeros, para
manutengao da privacidade.

Apods a assinatura deste termo, os pacientes e seus familiares foram
examinados clinicamente e fotografados, com énfase acs achados dismorfolégicos
desta entidade clinica com preenchimento do formulario especifico (Anexos 2).

Os heredogramas foram elaborados de acordo com as recomendagdes
propostas por Bennet et al.(1995).

A documentagdo fotografica foi realizada pelo Servigo de Fotografia da
FMTM e pelo Servico de Apoio Didatico da Faculdade de Ciéncias
Médicas/UNICAMP (Anexo 3).

Os dados antropométricos foram comparados em curvas padrao (Anexo 4),
a saber:

- Peso e estatura: TANNER & WHITEHOUSE, 1976.

- Perimetro cefalico (PC): NELLHAUS, 1968.

- Distancia intercantal externa dos olhos (DICE), distancia intercantal
interna dos olhos (DICI), distancia interpupilar (DIP): FEINGOLD &
BOSSERT, 1974.

- Comprimento da méo (palma), dedo médio, relagdo entre o dedo médio
e comprimento total da mao: FEINGOLD & BOSSERT, 1974.

- Comprimento da orelha: FEINGOLD & BOSSERT, 1974

- Comprimento do pé: BLAIS, 1956.
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O indice cefélico (IC) foi determinado pela relagdo: Distancia biauricular
(DBA) ou biparietal (DBP) x 100 / Distancia antero-posterior (DAP) (Hall et
al.,1989).

O contato com as familias foi realizado nos ambulatérios de genética do
SGC/UNICAMP e da FMTM. O cariétipo do probando da familia 1 foi realizado no
Laboratério de Citogenética da FMTM e os cariétipos dos probandos das familias
2, 3 e 4 foram realizados no Laboratério de Citogenética do Departamento de
Genética Médica/UNICAMP.

O estudo molecular foi executado no Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética (CBMEG) - UNICAMP. Tomografia computadorizada de
cranio (para pesquisa de anomalias de sistema nervoso central), inventario
radiologico (em busca de anomalias esquelélicas) e ultra-sonografia abdominal
(para determinagdo de anomalias renais), foram realizados em locais de
preferéncia das familias, que portavam solicitacao detalhada para tal. Contudo,
muitos individuos adultos examinados e que apresentavam formas leves, embora
orientados, preferiram nao realiza-los, respeitando-se sua deciséo.
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ESTUDO LABORATORIAL
e Obtengdo das amostras

1. CARIOTIPO - Foram coletados dos probandos de cada familia, 5 ml de
sangue periférico em seringa descartavel com 0,4 ml de heparina e
encaminhado ao Laboratorio de Citogenética, para a cultura de linfécitos e
realizacdo do cariétipo com bandamento G (resolugdo de aproximadamente
500 bandas), para analise conforme a rotina do laboratério.

2. ESTUDO MOLECULAR - Utilizou-se amostras de DNA gendmico extraidas a
partir de sangue total dos probandos e de seus familiares. Foram coletados
de 10 a 20 ml de sangue periférico em tubos cénicos, contendo 1,0 ml de
EDTA (etilenediaminotetracetato dissédico 2H,O) a 10 % pH 8,0 como
anticoagulante.

e Extracdo de DNA gendmico a partir de sangue total

Adicionou-se Solugdo A ao sangue coletado até o volume de 50 ml e
manteve-se o tubo a 4°C por 30 minutos, para lise das hemacias. Centrifugou-se a
2.000 rpm, 4°C por 10 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado (‘pellet’) em 20 ml
de Solucédo A. Apds a repeticao da operagao o ‘pellet’ foi ressuspenso em 1 ml de
Solugéo B diluida para 1x. Acrescentaram-se 250 ul de Solugdo C, contendo
Proteinase K (Araujo et al., 1996).

Solucao A Solucao B Solucao C
(estoque 2x): (recém-preparada):
[]final []final
MUGI3 covmamammend 5mM Na2EDTA........... 20mM SolugadoB............. 0,5x
Sacarose............... D.82M Nablinwanu 20MM  SDS ..o 5%

Tris-HCIpH 8,0 ...10 mM  Tris-HCI,pH8,0....20 mM Proteinase K....1mg/mi
Triton-X 100............ 1%
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Incubou-se a mistura sob leve agitagdo a 37°C, durante um periodo de
aproximadamente 18 horas, ou a 65°C, por 2 horas. Para a extragdo do DNA,
adicionou-se 1,25 ml de TE 1x (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM) e igual
volume de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 (Applied Biosystems).
Homogeneizou-se a mistura por inversdo cuidadosa do tubo durante 5 minutos,
apds o qual centrifugou-se a 2.500 rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente,
para separagdo e recuperagdo da fase aquosa (superior). A fase aquosa,
acrescentou-se novamente igual volume de fenol saturado com Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0 seguido de centrifugacao, repetindo-se o procedimento duas vezes com
solugdo fenol:cloférmio:alcool isoamilico (25:24:1;v:v.iv) e por Ultimo com
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1; v:v). Para a precipitagcéo do DNA, acrescentou-
se 1/10 do volume obtido de acetato de sddio 3 M e 2,5x o volume de etanol
absoluto gelado. O DNA precipitado foi recuperado com o auxilio de uma haste
plastica esterilizada e lavado com etanol 70% antes de ser ressuspenso em
volume que variou de 200-500 ul de TE 1x. A concentragdo de DNA obtida foi
calculada através de leitura de absorbancia a 260 nm em espectrofotdmetro,
sendo a integridade do DNA testada em eletroforese com gel de agarose 0,8%.

 Amplificacdo do DNA gen6émico por Reacao em Cadeia da Polimerase
- PCR (Polymerase Chain Reaction) e Inicializadores (Primers)

Sequéncias de oligonucleotideos foram utilizadas como inicializadores
(Primers) da PCR, desenhados por Howard et al. (1997) a partir da seqiiéncia
normal do gene Twist (El Ghouzzi et al., 1997; Howard et al., 1997). A sintese dos
oligonucleotideos foram realizados pela Life Technologies, Inc., Rockville, MD,
USA.

O produto de PCR teve trés fragmentos, Twist 1 de 375 pb (1 — 375),

Twist 2 de 512 pb (225—736), e Twist 4 de 223 pb (165 —»375).
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Twist 1

sense.

antisense:

Twist 2

sense:.

antisense:

Twist 4

sense.

antisense:

GAG GCG CCC CGC TCT TCT CC

AGC TCCTCG TAAGACTGC GGAC

CAA GAAGTC TGC GGG CTG TG

AAT CGA GGT GGA CTG GGAACC G

CGC TGC GGAAGATCATCCCC

TGC TAG TGG GAC CGC GAC AT

A amplificagdo dos fragmentos de DNA foi obtida utilizando um aparato de

ciclo térmico para o processamento da PCR (Perkin-Elmer, Gene Amp PCR

System 2400, Norwalk, CT), as condi¢gbes para a amplificagédo dos fragmentos

estdo no Quadro 5. Os componentes e volumes estao descritos no Quadro 6.

Quadro 5 Condicdes para a amplificacdo dos fragmentos Twist 1, 2 e 4.
Twist 1 Desnaturagdo | Desnaturagao | Anelamento | Extensdo | Extensao
inicial final

Temperatura 94°C 94°C 62°C 72°C F2°C

Tempo 12min 40s 40s 90s 10min
Ciclo

Twist2e 4

Temperatura 94°C 94°C 65°C 72°C 72°C
Tempo 5min 40s 40s 40s 3min

75




Quadro 6 Componentes e volumes para a PCR.

Componentes Volume
Tampao 5 ul
dNTP (2MM) 5 pl
Primer sense (25uM) 1wl
Primer antisense (25uM) 1 ul
Taq 0,3 ul
DNA 1 ul
H20 mQ 31,7 i

e Eletroforese em Gel de Agarose

A verificacdo da qualidade do DNA gendmico extraido e amplificacdo de
produto de PCR foi feita a partir da realizagdo de eletroforese em gel de agarose
0,8% (DNA gendmico) ou 1,5% (produto de PCR) em TBE 1x, preparado segundo
protocolo descrito em Sambrook et al. (1989). A solucdo estoque de tampao

utilizado na corrida eletroforética e preparagao do gel estéa no Quadro 7.

Quadro7  Solugdo de estoque TBE 10x.

TBE (Tris-Borato) 10x

acido bdrico 5509
trizma-base 108 g
EDTA 0,2 M, pH 8,0 100 ml
H>O g.s.p. 1.000 ml

Aplicou-se a amostra no gel juntamente com 1/10 do volume de tamp&o de
corrida (0,25% de Azul de Bromofenol; 50% glicose). As condigdes de corrida
variaram de 60 a 100 V. Os marcadores de peso molecular utilizados foram DNA
‘ladder’ de 100 pb (Gibco BRL), utilizando-se 5 ul de solugédo estoque de 40 ng/ul
(Quadro 8).
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Corou-se o0 gel em solugdo diluida de Brometo de Etideo (0,5 ug/ml)

durante 10 minutos, sendo visualizado em transluminador de luz ultra-violeta (UV

trasluminator, Fotodyne ) e fotografado com camera Polaroid.

Quadro 8

Componentes e condigbes para verificacdo da correta amplificacéo

dos fragmentos da PCR em gel de agarose 1,5 %.

Volume [1]

Gel de agarose
Eletroforese
Ladder

Produto de PCR
Azul de Bromofenol

100pb

60 a 100 volts e 80pA

1,5%

2yl
5ul
20l

¢ Analise dos Fragmentos de DNA por Sequenciamento Direto

Para o sequenciamento direto do produto de PCR procedeu-se um pré-

tratamento do mesmo com as enzimas Exonuclease | e Fosfatase Alcalina de

Camaro (SAP - ‘Shrimp Alcaline Phosphatase’) no intuito de remover o DNA fita

simples residual e os dNTPs remanescentes (PCR product pre-sequencing kit —

Amersham/Pharmacia) (Quadros 9 e 10). Os componentes e volumes para o

seqilenciamento do produto de PCR com primer sense ou antisense estéo no

Quadro 11.

Quadro 9

Componentes e volumes para pré-tratamento do produto de PCR.

Componentes

Volume

Produto de PCR (~20 ng/ul)
Exonuclease | (10 U/ul)
SAP (2 Ulul)

Volume final

5ul
1 ul
1 ul
7 pl
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Quadro 10 Temperatura e tempo para pré-tratamento do produto de PCR.

Temperatura 37°C 80°C
Tempo | 15 minutos 15 minutos
Ciclo ' . e, £

Quadro 11 Componentes e volumes para o seqienciamento do produto de PCR

com primer sense ou antisense.

Tampdo de PCR primer sense | Thermo Sequenase | Hz0
reagdo 10x Pré- ou antisense polimerase gsp
tratado (20 (4 U/ul)
pmoles/ul)
Volume 2 ul 7 ul 1 ul 2 pl 20 ul
[]final 1x 50-500 ng 2 pmoles 8 unidades

Transferiu-se 4,5 ul da reagdo para quatro tubos, cada um contendo
0,06 uM de um dos ddNTP (a->*P) e 6 uM de mistura de dNTPs, num volume final

de 7 ul. Submeteu-se a reagéo a seguinte ciclagem (Quadro 12).

Quadro 12 Ciclagem da reagéo do sequenciamento.

Temperatura 95°C Tm do primer 72°C
Tempo 30s 30s 60 s
Ciclo

Ao final da reacéo acrescentou-se 4 ul de Solugéo de Terminagéo contendo
95% de formamida, 0,05% de Azul de bromofenol e 20 mM de EDTA.
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e Gel de Seqgiienciamento
Separou-se a reacdo de seqienciamento em Gel Desnaturante de
Poliacrilamida 7% contendo Uréia 7 M, com variagao de espessura de 0,1- 0,4 mm
(Quadro 13).
Quadro 13 Componentes e volume para preparagao do gel desnaturante de

poliacrilamida 7%.

Reacao Volume [ ]final
Acrilamida: Bisacrilamida 40% 17,5 mi 7%
TBE 10x 10 ml 1x
Uréia 106 g 7™
Agua q.s.p 100 ml

Os parametros de corrida foram 2.000 V, 50 mA a 50 W, com duragéo de 3
horas (corridas curtas) e 6 horas (corridas longas) dependendo do tamanho e da
regido do fragmento em estudo. Posteriormente foi exposto a fiime de raio-X
sensiveis a emissao de radiacao do nucleotideo marcado (por exemplo, Kodak X-
Omat AR), por tempo variavel. A revelagdo do filme foi feita de acordo com as

indicagbes do fabricante.
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EsTupO CLINICO

FAMILIA 1

Propésito: Individuo V-2

Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio
Paranaiba -MG, 12 anos, DN: 15/09/1983.

Exame fisico: braquicefalia, occiptal plano, assimetria facial, hipoplasia malar,
implantagdo baixa do cabelo na fronte, hipertelorismo ocular, ptose palpebral,
ponte nasal proeminente, desvio do septo nasal acentuagéo do ramo da hélice,
implantagdo baixa das orelhas, palato ogival, clinodactilia bilateral do 5° dedo,
sindactilia cutdnea parcial dos 2°e 3°artelhos , haluces alargados. Deficiéncia

Mental moderada.
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Exame fisico dos demais membros da familia:

Individuo 11-2
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba-
MG, 58 anos.

Exame fisico: braquicefalia,assimetria facial leve, ponta nasal levemente caida,
labios finos, orelhas com acentuagdo do ramo da hélice, sindactilia cutanea parcial
dos 2°e 3°artelhos, haluces levemente alargados.

Individuo Ii-1
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 36 anos, DN: 25/12/1959.

Exame fisico: braquicefalia, occiptal plano, assimetria facial, hipoplasia malar,
implantacdo baixa do cabelo na fronte, hipertelorismo ocular, ptose palpebral,
ponta nasal caida, ponte nasal proeminente, acentuagcdo do ramo da hélice,
implantacéo baixa das orelhas, palato ogival, clinodactilia bilateral do 5° dedo,
polegares alargados, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2° e 3° dedos,
sindactilia cutanea total bilateral dos 2°e 3°artelhos, haluces alargados.

Individuo Ill-2
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio
Paranaiba -MG, 34 anos.

Exame fisico: braquicefalia, occipital plano, hipoplasia malar, ponta nasal caida,
asa nasal proeminente, orelha com hélice mais curvada, antihélice plana,
clinodactilia bilateral do 5° dedo, sindactilia cutédnea parcial bilateral dos 2°e
3°artelhos, haluces levemente alargados.
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Individuo IlI-3
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 32 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, desvio do septo nasal, implantacdo
baixa e posterior rotacdo das orelhas, sindactilia cutdnea parcial bilateral dos 3°e
4° artelhos.

Individuo IlI-5
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 27 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial leve, ponta nasal caida, implantagéo
baixa e posterior rotagdo das orelhas, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 3°e
4° artelhos.
Individuo Ili-6

Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio Paranaiba
-MG, 25 anos.

Exame fisico: nao realizado.

Individuo IlI-7
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio

Paranaiba -MG, 23 anos.

Exame fisico: nao realizado.
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Individuo 11I-8
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 21 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, desvio de septo nasal, ponta nasal
caida, implantagdo baixa com posterior rotacdo das orelhas, sindactilia cutéanea
parcial bilateral dos 3°e 4°artelhos .

Individuo IV-1
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 13 anos, DN: 05/03/1982.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, hipoplasia malar, implantagéo baixa
do cabelo na fronte, hipertelorismo ocular, ptose palpebral, ponta nasal caida,
ponte nasal proeminente, acentuagéo do ramo da hélice, anti-hélice plana,
implantagdo baixa e posterior angulagdo das orelhas, palato ogival, clinodactilia
bilateral do 5° dedo, polegares digitiformes, sindactilia cutanea parcial bilateral
dos 2°e 3°artelhos, haluces alargados.

Individuo IV-3
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio
Paranaiba-MG, 7 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, retrognatia, ponta nasal caida,
desvio de septo nasal, acentuagdo do ramo da hélice, clinodactilia bilateral do 5°
dedo, sindactilia cutanea parcial do 3°e 4° dedo esquerdo, sindactilia cutanea
parcial do 3°e 4° artelnos esquerdos.
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Individuo IV-4
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio
Paranaiba -MG, 4 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, acentuagdo do ramo da hélice,
clinodactilia bilateral do 5° dedo, sindactilia cutanea parcial bilateral do 3°e
4°artelhos, haluces alargados.

Individuo IV-5
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 12 anos.

Exame fisico: braquicefalia, ptose palpebral, assimetria facial, desvio do septo
nasal, clinodactilia bilateral do 5° dedo, sindactilia cutanea parcial bilateral do 3°e
4°artelhos. Deficiéncia mental moderada.

Individuo IV-7
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Rio Paranaiba -
MG, 7 anos.

Exame fisico: braquicefalia, implantacdo baixa e posterior rotacdo das orelhas,
sindactilia cuténea parcial bilateral do 3°e 4°artelhos, haluces levemente
alargados.

Individuo IV-8
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio

Paranaiba -MG, 4 anos.

Exame fisico: braquicefalia, clinodactilia bilateral do 5° dedo, haluces levemente
alargados.
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Individuo IV-9
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Rio

Paranaiba -MG, 2 anos.

Exame fisico: braquicefalia, clinodactilia bilateral do 5° dedo.
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Quadro 16 Resultados dos exames complementares dos individuos

da Familia 1.

-1

V-2

RX de cranio

RX da coluna
toracica e lombo-
sacra
RX de membros
T.C de cranio

U.S abdominal

Craniossinostose bicoronal
Sinal da prata batida

N&o realizado

Nao realizado
Nao realizado

Nao realizado

Craniossinostose bicoronal
Sinal da prata batida

Nao realizado

Nao realizado
NAao realizado

Nao realizado
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FAMILIA 2

Propésito: Individuo IV-5

Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 9 anos, DN: 15/03/1990.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, implantagdo baixa do cabelo na
fronte, hipoplasia malar, fronte inclinada para tras, ptose palpebral, hipertelorismo
ocular, estrabismo, epicanto bilateral, ponte nasal proeminente, acentuagdo do
ramo da hélice, implantagéo baixa e posterior angulagéo das orelhas, palato alto e
estreito, desvio da Uvula a E, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2° e 3° dedos,
prega palmar unica bilateral, braquidactilia, polegares digitiformes, clinodactilia
bilateral do 5° dedo, sindactilia cutédnea parcial bilateral dos 2° e 3° artelhos,
haluces valgos e alargados, peito escavado.
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Exame fisico dos demais membros da familia:

Individuo 11-1
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 71 anos, DN: 22/12/1928.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, ptose palpebral, hipertelorismo
ocular, estrabismo convergente a direita, blefarofimose, ponte nasal proeminente,
posterior angulagao das orelhas, implantagao baixa da orelha direita.

Individuo 11-2
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 67 anos, DN:10/02/1932.

Exame fisico: sem alterages.

Individuo III-8
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 39 anos, DN: 28/09/1960.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, implantagédo baixa do cabelo na
fronte, hipoplasia malar, ptose palpebral, hipertelorismo ocular, desvio do septo
nasal, ponte nasal proeminente, acentuagdo do ramo da hélice, ma oclusao
dentaria, palato ogival, prega palmar Unica bilateral, sindactilia cutdnea parcial
bilateral dos 2° e 3° dedos, braquidactilia, polegares digitiformes, haluces
alargados.
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Individuo 111-9
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 24 anos.

Exame fisico: sem alteragtes

Individuo IV-6

Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 8 anos, DN: 05/08/1991.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, implantacdo baixa do cabelo na
fronte, hipoplasia malar, fronte abaulada, hipertelorismo ocular, ponte nasal
proeminente, acentuacdo do ramo da hélice, implantagdo baixa das orelhas,
sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2° e 3° dedos, prega palmar Unica bilateral,
braquidactilia, polegares digitiformes, clinodactilia bilateral do 5°dedo , haluces
alargados.

Individuo IV-7

Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Brandao-MG, 5 anos, DN: 08/03/1994.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, implantagdo baixa do cabelo na
fronte, hipoplasia malar, fronte inclinada para tras, ptose palpebral, hipertelorismo
ocular, epicanto bilateral, ponte nasal baixa, labio superior arqueado (filtro curto),
palato alto, acentuacéo do ramo da hélice, antitrago escavado, implantagéo baixa
e posterior angulagdo das orelhas, prega palmar Unica bilateral, sindactilia cutanea
parcial bilateral dos 2°, 3° e 4°dedos, braquidactilia, polegares alargados,
clinodactilia do 5° dedo da mao direita, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2°
e 3° artelhos, haluces alargados, peito escavado, cintura escapular estreita.
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individuo IV-8

Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Bueno
Branddo-MG, 2 anos7 meses, DN: 15/11/1996.

Exame fisico: braquicefalia, plagiocefalia, assimetria facial, implantagéo baixa do
cabelo na fronte, hipoplasia malar, fronte abaulada, hipertelorismo ocular, ponte
nasal proeminente, acentuagdo do ramo da helice, implantagéo baixa e posterior
angulacdo das orelhas, prega palmar Unica bilateral, braquidactilia, polegares
digitiformes, clinodactilia bilateral do 5° dedo, zigodactilia bilateral dos artelhos,

haluces alargados.

97



Quadro 17  Dados Antropométricos e percentis dos individuos afetados da

Familia 2.
I 111-8 IV-5* V-6 V-7 V-8
Estatura (cm) 161,5 154 1175 124 95 86
l <p3 <p3 <p3 p25-50 <p3 p25-50
Peso (kg) 66 56 20 26 13 10
p50-76 | p10-25 <p3 p50-75 <p3 p10
PC (cm) 55,5 54 50 54 48 48
p50 p2 p50 p50-98 >p98 > p98
ic 0,87 0,91 1,06 0,94 1,08 0,96
DIP (ecm) 7,0 7,0 6,5 6,0 7,0 57
>p97 >p97 > p97 >p97 >p87 >p97
Orelha 6,0 5,0 55 5,0 5,0 4,0
Esquerda (cm)
p25-50 p3 p25 p3-25 p3-25 <p3
Dedo médio/
Mio total <p3 <p3 <p3 <p3 <p3 <p3
Pé Esquerdo 23 24 18,5 18 13 13
(cm)
p25 p50 <p3 p3-25 <p3 p3-25

Legenda. * Propdsito.

98



Quadro 18 Caracteristicas clinicas da Familia 2, (+) presentes ou (-) ausentes,

* Proposito.
-1 | -8 | IV-5* | IV-6 | IV-7 | IV-8
Assimetria facial + -+ + + - + 6/6
Braquicefalia + + + + + + 6/6
Braquidactilia + + 4 + + + 6/6
Hipertelorismo ocular + + + + + + 6/6
Acentuac&o do ramo da hélice = B e + - + 5/6
Hipoplasia malar - + + + + + 5/6
Implantacéo baixa do cabelo na fronte - + + & + + 5/6
Palato ogival + + + + - = 5/6
Ponte nasal proeminente + + + + = + 5/6
Prega palmar unica bilateral - + + + + + 5/6
Clinodactilia do 5° dedo - - + + + + 4/6
Haluces alargados - + + + - + 4/6
Implantag&o baixa das orelhas + - + - + + 4/6
Polegares digitiformes - + + + - + 4/6
Posterior rotagéo das orelhas + - + - - - 4/6
Ptose palpebral -+ + + - + 2 416
Epicanto - - + % + - 3/6
Desvio do septo nasal + + - - - 2% 2/6
Estrabismo + - + - - - 2/6
Peito escavado = = + - & . 2/6
Sindactilia cutanea parcial dos artelhos . - + - - - 2/6
Sindactilia cutéanea parcial dos dedos » + + = v - 2/6
Ma oclusao dentaria - + - = = = 1/6
Plagiocefalia - = = » - + 1/6
Polegares alargados - - e = + = 1/6
Zigodactilia de artelhos - - - - - + 1/6
Atraso do desenvolvimento motor - - - - z & 0/6
Convulséo - - - - - = 0/6
Criptorquidia 5 “ " . = = 0/6
Deficiéncia mental - - - - - = 0/6
Deficiéncia visual - - - - “ & 0/6
Hipotelorismo ocular - - - - - - 0/6
Ponta nasal caida - - - - - - 0/6
Sindactilia cutanea total - - - v - . 0/6
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FAMILIA 3

Propésito: Individuo IlI-2

Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Campinas-
SP, 5 anos, DN: 14/04/1994.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, hipoplasia malar, ptose palpebral,
implanta¢do baixa do cabelo na fronte, ponte nasal proeminente, desvio do septo
nasal, acentuagdo do ramo da hélice, palato ogival, ma oclusdo dentaria,
sindactilia cutanea parcial dos 3° e 4° dedos, haluces alargados, sindactilia
cutéanea parcial bilateral dos 3° e 4° artelhos. Deficiéncia visual bilateral.
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Heredograma

Legenda. P Proposito; * Individuo examinado; . . Individuo
g

com sinais sugestivos de SSC.

Figura 11 Heredograma da Familia 3.
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Exame fisico dos demais membros da familia:

Individuo 11-1
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Campinas-
SP, 31 anos, DN: 22/02/1968.

Exame fisico: braquicefalia, ptose palpebral, implantagcdo baixa do cabelo na
fronte, hipoplasia malar, hipotelorismo ocular, ponte nasal proeminente,
acentuacdo do ramo da hélice, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 3° e 4°
dedos, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2° e 3° artelhos.

Individuo [I-2
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Campinas-SP,
28 anos, DN: 27/06/1971.
Exame fisico: sem alteragdes
Individuo Ili-1
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Campinas-

SP, 8 anos, DN: 04/11/1991.

Exame fisico: sem alteracdes.

Individuo [I-3
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Campinas-SP,
6 meses, DN: 26/07/2000.

Exame fisico: sem alteracdes.
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Quadro 20

Dados Antropométricos e percentis dos individuos afetados da

Familia 3.

-1 1n-2*
Estatura (cm) 174,5 113
p50 p90-97
Peso (kg) 64,5 225
p50 >p97
PC (cm) 56 49
p50 p2-50
,l | 6 0,89 0,86
r
DIP (cm) 4,5 5
i <p3 p50
Orelha Esquerda (cm) 7,5 7,0
>p97 >p97
Dedo médio/
Mio total < ol B9
Pé Esquerdo (cm) 25,5 19
p75 p50

Legenda. * Proposito

104




Quadro 21 Caracteristicas clinicas da Familia 3, (+) presentes ou (-) ausentes,

* Propésito.
-1 li-2*
Acentuacéo do ramo da hélice + - 2/2
Assimetria facial + + 2/2
Braquicefalia + + 2/2
Hipoplasia malar + + 2/2
Implantacdo baixa do cabelo na fronte + + 212
Ponte nasal proeminente + + 2/2
Ptose palpebral + + 2/2
Sindactilia cutéanea parcial dos artelhos + + 2/2
Sindactilia cutanea parcial dos dedos + + 2/2
Deficiéncia visual - + 1/2
Desvio do septo nasal - + 1/2
Haluces alargados - + 172
Hipotelorismo ocular + - 1/2
Ma oclusdo dentaria - + 1/2
Palato ogival - + 1/2
Ponta nasal caida + - 1/2
Atraso do desenvolvimento motor - - 0/2
Braquidactilia - - 0/2
Clinodactilia do 5° dedo - - 0/2
Convulsao - - 0/2
Criptorguidia - - 0/2
Deficiéncia mental - - 0/2
Epicanto - - 0/2
Estrabismo - - 0/2
Hipertelorismo ocular - - 0/2
Implantacéo baixa das orelhas - - 0/2
Peito escavado - - 0/2
Plagiocefalia 2 - 0/2
Polegares alargados - - 0/2
Polegares digitiformes - - 0/2
Posterior rotacéo das orelhas - - 0/2
Prega palmar Unica bilateral - - 0/2
Sindactilia cuténea total - - 0/2
| Zigodactilia_de artelhos - - 0/2
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Quadro 22 Resultados dos exames complementares do individuo 111-2

da Familia 3.
-2
RX de cranio Craniossinostose bicoronal
Sinal da prata batida
RX da coluna toracica e lombo- Nao
sacra realizado
RX de membros Sem alteracdes
T.C de cranio Craniossinostose
Braquicefalia
U.S abdominal Sem alteragOes
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FAMILIA 4

Propésito: Individuo lli-1

Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Americana-
SP, 2 anos, DN: 22/03/1997.

Exame fisico: braquicefalia, occipital plano, fronte abaulada, assimetria facial,
hipoplasia malar, implantagéo baixa do cabelo na fronte, hipertelorismo ocular,
ptose palpebral, estrabismo convergente a direita, estenose do canal lacrimal a
direita, crista supraorbitaria rasa, ponte nasal proeminente, acentuagao do ramo
da hélice, implantag@o baixa das orelhas e posterior rotagdo, palato ogival, ma
oclusédo dentaria, prega palmar Unica bilateral, clinodactilia bilateral do 5° dedo,
sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2°, 3° e 4° dos artelhos, peito escavado,

criptorquidia bilateral. Atraso DNPM, convulsao.
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Heredograma

l 9

1 * 2 3 = 4

1 2
1 ﬁ* /X /}

1
|:r/7I iG1bs 1Géds

Legenda. P /' Propésito; * Individuo examinado; gX Aborto;
. . Individuo com sinais sugestivos de SSC.

Figura 12 Heredograma da Familia 4.
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Exame fisico dos demais membros da familia:

Individuo 1I-1
Paciente do sexo masculino, branco, natural e procedente de Americana-
SP, 21 anos.

Exame fisico: sem alteracées.

Individuo 1I-2
Paciente do sexo feminino, branca, natural e procedente de Americana-SP,

18 anos.

Exame fisico: braquicefalia, assimetria facial, implantagdo baixa do cabelo na
fronte, ptose palpebral, hipertelorismo ocular, hipoplasia malar, ponte nasal
proeminente, acentuacao do ramo da helice, sindactilia cutanea parcial bilateral
dos 3° e 4° dedos, sindactilia cutanea parcial bilateral dos 2° e 3° artelhos.
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Quadro 23 Dados Antropométricos e percentis dos individuos afetados da

Familia 4.
-2 m-1*
Estatura (cm) 156 79
p10-25 < p3-10
Peso (kg) 50 10
| p10-25 p10
PC (cm) 54 46
p2-50 <p2
IC 0,89 1,03
DIP (cm) 6,5 6,0
>p97 >p97
Orelha Esquerda (cm) 6, 5.0
p75 p50
Dedo médio/
3
Mio total pod -
Pé Esquerdo (cm) 215 10
p3 <p3

Legenda. * Propdsito
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Quadro 24 Caracteristicas clinicas da Familia 4, (+) presentes ou (-) ausentes,

* Propésito.
-2 | m-1*
Acentuacao do ramo da hélice + + 2/2
Assimetria facial + + 2/2
Braquicefalia - + 2/2
Hipertelorismo ocular + % 2/2
Hipoplasia malar + + 2/2
Implantacdo baixa do cabelo na fronte + + 2/2
Ponte nasal proeminente + + 2/2
Ptose palpebral + + 2/2
Sindactilia cutanea parcial dos artelhos + + 2/2
Atraso do desenvolvimento motor - + 1/2
Convulsédo - + 1/2
Criptorquidia - + 1/2
Epicanto - + 1/2
Estrabismo - + 1/2
Implantacéo baixa das orelhas - + 1/2
Ma oclusdo dentéria - % 1/2
Palato ogival - + 1/2
Peito escavado - % 1/2
Posterior rotacdo das orelhas - + 1/2
Prega palmar unica bilateral - + 1/2
Sindactilia cutanea parcial dos dedos + - 1/2
Braquidactilia - - 0/2
Clinodactilia do 5° dedo - B 0/2
Deficiéncia mental - - 0/2
Deficiéncia visual - - 0/2
Desvio do septo nasal - - 0/2
Haluces alargados - - 0/2
Hipotelorismo ocular - - 0/2
Plagiocefalia - - 0/2
Polegares alargados - - 0/2
Polegares digitiformes - - 0/2
Ponta nasal caida - - 0/2
Sindactilia cutanea total - - 0/2
Zigodactilia de artelhos - - 0/2
UNICAMP

BIBLIOTECA CENTRAL
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Quadro 25 Resultados dos exames complementares do individuo lli

da Familia 4.
-1
RX de cranio Craniossinostose bicoronal
Sinal da prata batida
RX da coluna toracica e lombo- Sem alteragoes
sacra

RX de membros Sem alteragdes

T.C de cranio Craniossinostose

Braquicefalia
U.S abdominal Sem alteracbes
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Quadro 26 Frequéncia das caracteristicas clinicas nos individuos
afetados das 4 familias estudadas.

Braquicefalia 24/24
Assimetria facial 20/24
Sindactilia cutéanea parcial dos artelhos 18/24
Acentuagao do ramo da hélice 15/24
Clinodactilia do 5° dedo 13/24
Haluces alargados 13/24
Hipoplasia malar 13/24
Implantacao baixa das orelhas 13/24
Ponte nasal proeminente 13/24
Implantacao baixa do cabelo na fronte 12/24
Ptose palpebral 12/24
Hipertelorismo ocular 11/24
Palato ogival 10/24
Posterior rotacao das orelhas 10/24
Desvio do septo nasal 9/24
Ponta nasal caida 7124
Sindactilia cutanea parcial dos dedos 7/24
Braquidactilia 6/24
Prega palmar unica bilateral 6/24
Polegares digitiformes 5/24
Epicanto 4/24
Estrabismo 3124
Ma oclusao dentaria 3/24
Peito escavado 3/24
Deficiéncia mental 2/24
Polegares alargados 2/24
Atraso do desenvolvimento motor 1/24
Convulséo 1/24
Criptorgquidia 1/24
Deficiéncia visual 1/24
Hipotelorismo ocular 1/24
Plagiocefalia 1/24
ﬁzﬂacﬂiia cutanea total 1124
Zigodactilia de artelhos 1/24
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e Analise dos exames complementares

Os exames complementares foram requisitados a todos os probandos e
parentes afetados das 4 familias. Entretanto, nem todos quiseram submeter-se a
investigagao.

Quanto aos achados radioldgicos, ao todo, sete individuos apresentaram
radiografia de cranio com craniossinostose bicoronal e um apresentou
craniossinostose unicoronal. Dois individuos da Familia 2 apresentaram forame
parietal bilateral. O sinal da prata batida apareceu nos oito casos.

Na Familia 2, a radiografia de térax em dois individuos apresentou fuséo
parcial dos 1° e 2° arcos costais a esquerda e, na radiografia de coluna lombo-
sacra dois casos apresentaram spina bifida lombar.

A tomografia computadorizada de cranio demonstrou craniossinostose com
braquicefalia, sem alteragdo do parénquima cerebral nos quatro individuos que se
submeteram ao exame.

A ultra-sonografia abdominal e radiografia de membros ndo mostraram
anormalidades (Quadro 27).
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Quadro 27 Individuos que realizaram o0s exames complementares e as

alteracOes radiolégicas, (+) presentes, (-) ausentes, (x) exame néo

realizado.
| Familia 1 Familia 2 Familia 3 | Familia 4
-2 | iv-2 | -8 |IV-5|1Iv-6 |IV-7 | IV-8 -2 -1

RX de cranio
Craniossinostose 4 -y + + | - | + | - - +
Bicoronal

TR - - - - - - + . -
Craniossinostose
Unicoronal
Sinal de prata batida | 4 4 4 B bow | ded s § =R
Forame parietal - = b - - - | + - -
bilateral
RX de torax
Fuséao parcial dos 1° X X -+ + w s = = .
e 2° arcos costais
RX da coluna
lombo-sacra
Spina bifida lombar X X - + | + - - - -
RX de membros X X - & a & s X -
T.C de cranio
Craniossinostose X X X + | X | + | X 5 +
US Abdominal ® = o[ = = | = X
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ESTUDO CITOGENETICO

Quadro 28 Resultado do exame de cariétipo com bandamento G.

Familia Individuo | Cariétipo com resolugdo aproximadamente
de 500 bandas (Banda G)
1 V-2 46 XY
2 IV-5 46,XX
3 -2 46, XY
4 = 46 XY
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EsTuDO MOLECULAR

Amplificagdo do Exon 1 (fragmento Twist 1)

A amplificacdo do fragmento Twist 1 mostrou-se trabalhosa na
determinagao das condigGes ideais, usando as condi¢des descritas por Howard et
al. (1997), pois apresentava bandas inespecificas. Diminuindo a temperatura de
anelamento para 62°C, aumentando os tempos de desnaturagdo inicial, de

extensdo e de extenséo final obtivemos a amplificagdo adequada (Figura 13)

Familia 1 Familia 2 Familia 3 Familia 4

L C -2Vl V-2 IlI-8 IV-5 V-6 V-7 IV-8 lI-1 llI-2 1I-2 1lI-1

1000 pb —

600 pb —»
<« 375 pb

100 pb —

Figura 13 Fragmento Twist 1: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com
brometo de etidio. Demonstrativo de amplificagéo dos individuos llI-2,
V-1, IV-2, 11I-8, IV-5, IV-6, IV-7,IV-8, II-1, llI-2, lI-2, lll-1e um controle
negativo (C). Ladder de 100 bp (L).
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Amplificacdo do Exon 1 (fragmento Twist 2)

A amplificacéo do fragmento Twist 2 ndo apresentou problemas usando

as condigcbes descritas por Howard et al. (1997) (Figura 14).

Familia 1 Familia 2 Familia3 Familia 4

L C IVl IV-2 IV-5 IV-6 V-7 V-8 lI-1 llI-2 [I-2 1lI-1

P < 512 pb

100 pb —
Figura 14 Fragmento Twist 2. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio. Demonstrativo de amplificagdo dos

individuos V-1, IV-2, IV-5, IV-6, IV-7, IV-8, II-1, llI-2, 1I-2, 1ll-1 e um
controle negativo (C) .Ladder de 100 bp (L).

118



A amplificagdo do fragmento Twist 4 ndo apresentou problemas, usando
as mesmas condicdes que as descritas por Howard et al. (1997) para o fragmento

Twist 2 (Figura 15).

L C V-2 IvV-5 llI-2 1ll-1

600 pb —

100 pb —

Figura15 Fragmento Twist 4. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado
com brometo de etidio. Demonstrativo de amplificacdo dos individuos
V-2 (familia 1), V-5 (familia 2), 1lI-2 (familia 3), 1lI-1 (familia 4) e um
controle negativo (C) Ladder de 100 bp (L).
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ANALISE DO SEQUENCIAMENTO DIRETO POR INCORPORAGAO DE
DIDEOXINUCLEOTIDEOS

Os fragmentos Twist 1 e Twist 2 foram completamente sequlienciados nos
propésitos das 4 familias.
Twist 1

A leitura do sequenciamento direto do fragmento Twist 1 das familias 1, 2,
3 e 4, demonstrou nos propdsitos, um sinal sugerindo uma troca nucleotidica
G-T, na posicdo 1.243. Essa transversdo causaria troca do aminoacido no cédon
35 de Glicina (Gly) para Triptofano (Trp). O controle normal ndo apresentou esta
alteragéo (Figura 16).
g 3

G G
g ﬁ GATEC GATC GATC GATC
G G
G G
G
G
- G\
G G->T-
c c
- G
c C
G G
A A
A A
5 =)
CONTROLE 1 9 5 4

Figura 16 Parte do seqiienciamento direto com primer sense do fragmento Twist
1 dos propésitos e controle normal. 1- Familia 1 (IV-2), 2-Familia 2 (IV-
5), 3-Familia 3 (Ill-2), 4-Familia 4 (lil-1). A seta indica uma
heterozigose para troca G—T na posicdo nucleotidica 1.243 que

ocupa a primeira posicdo do Cédon 35 (em vermelho).
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Uma andlise de sequéncia utilizando o programa Gene Runner 3.0
(Hastings Software Inc.), revelou que a troca G—T criaria um sitio de corte com a
enzima de restricdo Hae Il. Dessa forma para se convalidar a variagéo observada
realizou-se a digestdo do fragmento Twist 1 com a enzima Hae Il
(LifeTechnologies®), que tem como propriedade cortar a seqlencia de
nucleotideos RGCGC/Y ,ondeRéGouAeY é CouT. Assim, seriam formados
3 fragmentos contendo 7 pb, 156 pb e 212 pb a partir da digestédo do fragmento
mutante.

Incubou-se a mistura (Quadro 27) a 37°C, durante um periodo de 30
minutos. Aplicou-se a amostra no gel de agarose a 1,5% fazendo-se a corrida. O
marcador de peso molecular utilizado foi DNA ‘ladder’ de 100 pb (Gibco BRL),
corou-se o gel em solugdo diluida de Brometo de Etideo (0,5 ug/ml) durante 10
minutos, sendo Vvisualizado em transluminador de luz ultra-violeta (UV

trasluminator, Fotodyne ) e fotografado com camera Polaroid.

Quadro 29 Componentes para a reagdo da enzima de restricdo Hae Il.

Reacgao Volume
PCR 10 ul
Hae 0,75 pl
Tampao da Hae Il 2.ul
Agua mQ 7.75 ul
Volume total 20 ul
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A analise do produto de PCR apés a reagdo com a Hae Il, ndo evidenciou a

formagdo de novos fragmentos (Figura 17).

Figura 17

L C IV-21Iv-5 llI-2 11

1000 pb—> |
800 pb—} 3 St

«375 bp

100 pb—

Demonstrativo de amplificagdo do fragmento Twist 1 apos digestao
com a enzima Hae Il. Individuos V-2 (familia 1), IV-5, (familia 2), Ill-2
(familia 3), Ill-1 (familia 4) e um controle negativo (C). Ladder de 100
bp (L). Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de

etidio.
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Como a analise pela enzima de restricdo ndo confirmou o achado, foram
realizadas novas amplificagées (PCR) para o fragmento Twist 1 dos propésitos e
do controle, com novos seqlenciamentos utilizando separadamente os primers
sense e antisense. Repetiu-se o procedimento por duas vezes, e os resultados
ndo demonstraram a existéncia desta alteragdo (Figura 18), bem como nenhuma

outra em toda a seqliéncia do fragmento Twist 1.

3!
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Figura 18 Parte do seqiienciamento direto com o primer sense do fragmento
Twist 1dos propdsitos e do controle normal. 1- Familia 1 (IV-2), 2-
Familia 2 (IV-5), 3- Familia 3 (llI-2), 4- Familia 4 (llI-1), demonstrando
o Caédon 35 (em vermelho) sem alteragéo.
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Twist 2

O estudo do seqienciamento direto do fragmento Twist 2 demonstrou
alteragdo na posi¢do nucleotidica 1.622 apenas na Familia 2. Cinco individuos
desta familia (Il1-8, V-5, IV-6, IV-7 e IV-8) apresentaram um sinal sugerindo troca
em heterozigose A—T (Figura 19). Essa troca mudaria o0 aminogcido do cédon

162 de Acido aspartico (Asp) para Valina (Val).
5 5

PO/ -0

QPQR'

Iv-7 IV-8

G ="
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W
@

Figura 19 Parte do seqlenciamento direto com primer antisense do fragmento
Twist 2 dos individuos da familia 2 e controle normal. Os individuos
[1-8, IV-5, IV-6, IV-7, IV-8 da familia 2. A seta indica uma heterozigose

no segundo nucleotideo do cédon 162 de A—T (em vermeiho).

Para convalidagdo das alteragbes observadas no primeiro gel de
sequienciamento, novas reagbes de amplificagdo foram realizadas e seus produtos
foram posteriormente sequenciados, tanto com os primers sense quanto
antisense. Entretanto, os resultados desses procedimentos formam incertos, pois
a presenca da alteracao foi inconstante para um mesmo individuo. Como a troca
nucleotidica ndo provocaria alteragdo em nenhum sitio de restricdo, optou-se por
reduzir o tamanho do fragmento, pois 0 sequenciamento com o primer antisense
ndo apresentou resolugdo suficiente para convalidar a alteragdo, mesmo apés a

realizacdo de uma corrida longa, devido ao tamanho do fragmento. Assim, 0s
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novos primers desenhados amplificariam um fragmento de 223 pb, denominado
Twist 4, que engloba a posi¢do nucleotidica alterada.

O sequienciamento direto com os primers sense e antisense deste
fragmento, em todos os individuos afetados da familia 2 (Figura 20) e nos
propédsitos das familias 1, 3 e 4 ndo confirmou a existéncia desta alteragéo, assim
como nenhuma outra alteracdo em toda a seqiéncia do fragmento Twist 4 foi

encontrada.

5 GATC GATC GATC GATC GATC GATC

CONTROLE -8 IV-5 V-6 V-7 V-8

OOOPOOr OO0

3!

Figura 20 Parte do sequienciamento direto com primer antisense do fragmento
Twist 4 dos individuos da familia 2 e controle normal. Os individuos
I1-8, V-5, IV-6, IV-7 e V-8 da familia 2 ndo confirmaram qualquer
alteragdo no Cédon 162 (em vermelho).
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4. DISCUSSAO
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Foram examinadas 4 familias somando 31 individuos, dos quais, sete ndo
apresentaram alteragdes dismoérficas. Observou-se a freqiiéncia de trinta e trés
caracteristicas clinicas da SSC em cada um dos 24 individuos afetados.

Os achados clinicos mais freqlientes nos individuos afetados foram
braquicefalia (24/24), assimetria facial (20/24), orelhas com acentuacdo do ramo
da hélice (15/24) e implantagdo baixa (13/24), hipoplasia malar (13/24), ponte
nasal proeminente (13/24), implantagéo baixa dos cabelos na fronte (12/24), ptose
palpebral (12/24). Achados adicionais incluiram sindactilia cutédnea parcial dos
artelhos (18/24), clinodactilia do 5° dedo (13/24), haluces alargados (13/24).

A Familia 1 apresentou quatorze individuos afetados em 3 geragdes. Foi
observada ampla variedade fenotipica, sendo os sinais mais freqlentes a
sindactilia cutanea parcial dos artelhos (12/14), assimetria facial (10/14),
clinodactilia do 5° dedo (9/14), implantagdo baixa das orelhas (8/14), haluces
alargados (8/14), braquicefalia (6/14), ponta nasal caida (6/14), desvio do septo
nasal (6/14) e acentuagcdo do ramo da hélice (6/14). Esta familia apresentou o
unico caso de sindactilia cuténea total de artelhos e dois casos de deficiéncia
mental moderada, reforgando a expressividade variavel j@ descrita por outros
autores (Kopysc et al., 1980; Howard et al., 1997; El Ghouzzi et al., 1999).

Interessante ressaltar a presenga de sete individuos com expresséo branda
dos sinais clinicos, inclusive um individuo apresentando apenas braquicefalia e
clinodactilia bilateral do 5° dedo como caracteristicas fenotipicas, que poderiam
representar apenas uma variagao do normal (Smith, 1989).

Nesta familia houve tendéncia dos individuos mais baixos (<p3), serem
também os mais afetados. Foi também a que apresentou a maior relagdo dedo
médio/mao, fugindo a caracteristica de braquidactilia presente na descrigéo
classica da SSC.

A Familia 2 apresentou seis individuos afetados em 3 geragdes. Os
achados clinicos mais frequentes foram braquicefalia (6/6), assimetria facial (6/6),
hipertelorismo ocular (6/6), braquidactilia (6/6), ponte nasal proeminente (5/6),
palato ogival (5/6), hipoplasia malar (5/6), acentuagao do ramo da hélice (5/6),
implantagéo baixa do cabelo na fronte (5/6), prega palmar Gnica bilateral (5/6),
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ptose palpebral (4/6), implantacdo baixa das orelhas (4/6), rotagao posterior das
orelhas (4/6), clinodactilia bilateral do 5° dedo (4/6), haluces alargados (4/6),
polegares digitiformes (4/6) e epicanto (3/6). Esta familia apresentou dois casos
com estrabismo convergente e um individuo com plagiocefalia.

Nesta familia, quatro dos seis individuos afetados tinham estatura abaixo do
p3, mostrando novamente a tendéncia encontrada na Familia 1. Estas duas
familias diferem, contudo, no achado de braquidactilia observado em 100% dos
afetados da Familia 2.

A Familia 3 apresentou dois individuos afetados em 2 geragdes. Os
achados clinicos mais freqlientes foram braquicefalia (2/2), assimetria facial (2/2),
ptose palpebral (2/2), hipoplasia malar (2/2), implantagao baixa do cabelo na fronte
(2/12), ponte nasal proeminente (2/2), acentuagédo do ramo da heélice (2/2),
sindactilia cutanea parcial dos dedos (2/2) e sindactilia cutédnea parcial dos
artelhos (2/2). Nesta familia ndo se observou baixa estatura, ocorrendo o Unico
caso de hipotelorismo ocular € um caso de deficiéncia visual bilateral como
sequela da craniossinostose grave nos primeiros meses de idade, como descrito
na literatura (Howard et al., 1997).

A Familia 4 apresentou dois individuos afetados em 2 geracdes. Nesta
familia os achados clinicos mais frequentes foram braquicefalia (2/2), assimetria
facial (2/2), ptose palpebral (2/2), hipertelorismo ocular (2/2), hipoplasia malar
(2/2), implantagao baixa do cabelo na fronte (2/2), acentuagéo do ramo da hélice
(2/2), ponte nasal proeminente (2/2) e sindactilia cutanea parcial dos artelhos
(2/2). Observou-se um mesmo individuo apresentando criptorquidia bilateral,
atraso do desenvolvimento motor e convulsdo como observado por Kopysc et al.
(1980). Nesta familia, apenas o propésito apresentou estatura abaixo do p3.

O sinal clinico com freqiiéncia de 100% nas 4 familias foi a braquicefalia.

As alteragbes dismorficas como clinodactilia, prega palmar unica, sindactilia
cutanea parcial, epicanto interno, orelhas com implantagdo baixa e posterior
rotacdo s&o consideradas discretas ou secundarias, quando isoladas, dificultando
a identificacdo de um individuo afetado quando na auséncia de um quadro
dismérfico evidente (Smith, 1989). Porém, a ocorréncia de duas ou mais
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anomalias secundarias € um possivel indicador da presenga de malformacdes
major ou multiplas, e deve ser valorizada (Rosano et al., 2000).

Assim, dentro de uma mesma familia, houve casos em que discretos
dismorfismos, que podem fazer parte da variagdo normal, apenas foram
valorizados pelo contexto clinico.

Consideranto as caracteristicas mais freqgiientes, todos os individuos
afetados apresentaram sinais clinicos compativeis com as descritas na literatura
para a Sindrome de Saethre-Chotzen, com padrdo de heranca autossdmica
dominante com alta penetrancia e expressividade variavel (Cohen, 1986).

A extensa variabilidade fenotipica intra e interfamilial que essas familias
apresentaram, reforga a importancia da avaliagdo dismorfolégica para detectar
formas graves e brandas de SSC.

Embora apenas 9 individuos tenham realizado os exames de imagem (os
demais declinaram esta parte da pesquisa), os estudos radiolégicos mostraram 7
casos com craniossinostose bicoronal € um caso com unicoronal, sinal de prata
batida em oito casos. A Familia 2 apresentou em dois individuos forame parietal
bilateral, como também fus@o parcial dos 1° e 2° arcos costais e spina bifida
lombar. Estes achados sdo concordantes com a literatura quanto ao diagndstico
radiolégico da Sindrome de Saethre-Chotzen (Reardon et al,, 1994; Wilkie et al.,
1995; Ma et al., 1996; Howard et al., 1997).

A hipdtese inicial deste estudo era de correlagao fenotipo-gendtipo positiva,
ou seja, para os casos de SSC identificados, deveria existir uma ou mais
mutagbes na sequéncia codificante do exon 1 do gene Twist, como demonstravam
os trabalhos de Howard et al. (1997) e El Ghouzzi et al. (1997, 1999).

O propésito de cada familia apresentou cariétipo normal, tornando pouco
provavel a possibilidade de pontos de quebra como dele¢cdes e translocagdes
balanceadas na regido 7p, descritos por Reid et al. (1993), Wilkie et al. (1995) e
Rose et al. (1997).

A estratégia de seqlienciamento direto dos produtos de PCR amplificados
para o exon 1 do gene Twist pareceu a mais adequada, tendo em vista que os

estudos publicados encontravam altas taxas de mutacéo nos portadores de SSC.
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Embora, durante o desenvolvimento da pesquisa, tivessem sido
evidenciadas duas alteragbes nucleotidicas em sequenciamentos distintos, a
comprovacgao dessas alteracbes através de técnicas diferentes nao foi possivel,
afastando a existéncia real de mutagdes no exon 1 do gene Twist, mesmo nos
individuos mais afetados.

A metodologia de PCR e seqlienciamento direto, como qualquer outra, tem
limitagbes e possibilidades de erro devido tanto a manipulacdo do DNA, quanto as
caracteristicas dos reagentes utilizados. A incorporagdo incorreta de nucleotideos
de DNA nas fitas recém-sintetizadas durante os ciclos da PCR pode causar o
enriguecimento de “alelos falso-mutantes” nos produtos de reagdo. Sao, na
verdade, falsas mutagdes induzidas pela Tag DNA Polimerase que podem ocorrer
numa razao de 10° a 10 por nucleotideo, dependendo das condi¢cbes da reacao
e do tamanho e sequéncia nucleotidica do fragmento de DNA (Hayashi, 1994).
Modelos matematicos da reagédo de PCR revelam que a taxa de falso positivo
pode variar dependendo da quantidade inicial de DNA, da taxa de erro da Taq
DNA polimerase, do nimero de ciclos, da eficiéncia da reagdo e da concentracao
dos reagentes (Keohavong et al., 1999). Outro fator que pode alterar a fidelidade
da Taq polimerase € o pH, existe uma correlagdo entre o baixo pH e o0 pareamento
e incorporagao corretos dos nucleotideos (Eckert ef al., 1993). As seqiiéncias com
repeticdes de um unico nucleotideo, bem como aquelas com repeticbes de
dinucleotideos, como as observadas no exon 1 do gene Twist, acrescidas do
grande conteudo CG, podem ser responsaveis por erros de incorporagéo, devido a
formacéo de estruturas secundarias de DNA, como discutido por Loewen et al.
(1995). Este autor observou que principalmente nas regides proximas a
terminagao 3" dos primers utilizados, este tipo de evento pode reduzir a eficiéncia
da reacgdo por interferir nos estagios iniciais da elongacado, 0 que pode causar
erros de incorporagao. Eckert et al. (1999) demonstraram que apesar da perda da
propriedade de leitura de prova da Taq, pdde aumentar a fidelidade da reagao,
quando a concentragdo de MgCl2 e dNTP estavam presente em quantidades
equimolares. Essas condi¢bes de alta fidelidade parecem extremamente uteis
para utilizagcdo mais especifica do DNA, como detecgao de mutagdes pontuais e
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foram as condi¢cdes procuradas para amplificagao do DNA no caso do gene Twist
(Eckert et al., 1990).

A Taq DNA polimerase produz frequentes transicdes T—>C em condigdes
experimentais e, quando a PCR é realizada sob altas concentragdes de enzima, o
produto esta sujeito a apresentar erros com aumento da freqiéncia de
transversbes A—»T e G->T (Tosaka et al, 2001). Nos resultados aqui
apresentados, as duas alteragdes induzidas pela Tag DNA polimerase foram
transversdes A—»T e G—T, aparentemente observadas na familia 2 em todos os
membros afetados e, no segundo caso, em todos os propésitos das 4 familias.

E interessante ressaltar que nesses dois casos o controle normal sempre
foi negativo, aumentando a indicativa incorreta de uma nova mutacdo. Essa
possibilidade foi descartada pelo seqUenciamenio com novos primers,
desenhados com objetivo de reduzir o tamanho do fragmento e aumentar a
resolucao da leitura no gel, flanqueando melhor a regiao do fragmento Twist 2.

O produto do gene Twist € um fator de transcricdo béasico hélice-algca-hélice
(Howard et al. 1997). Mutagcbes em heterozigose neste gene causam
haploinsuficiéncia, isto €, a perda completa da fungdo de uma cépia génica. Com
isso ocorre comprometimento da fun¢céao normal da proteina Twist, que tem efeito
de regulacado negativa na diferenciacao dos osteoblastos (El Ghouzzi et al., 2000;
Gripp et al., 2000).

A proteina Twist regula as FGFRs, através da modulagdo de sua
expressao. A familia de FGFR consiste de quatro receptores protéicos tirosina-
quinase, com variaveis afinidades e especificidade a processos que incluem
incluindo angiogénese, cicatrizacdo de feridas, génese tumoral e desenvolvimento
embrionario. A FGF pode também agir em um estagio mais tardio na diferenciagéo
dos osteoblastos, em que tanto o excesso de FGF quanto a superativagdo dos
FGFR causam a aceleracédo do fechamento das suturas cranianas. Estudos
realizados por Paznekas et al. (1998) e Passos-Bueno ef al. (1999) observaram
anormalidades esqueléticas resultantes de muta¢des nos FGFRs. Esses achados

tém levado ao melhor entendimento da participacéo destes fatores na sinalizagao
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durante o desenvolvimento 6sseo endocondral e intramembranoso (Opperman,
2000; Rice et al., 2000; Greenwald et al., 2001).

A sobreposicéo das caracteristicas clinicas e a presenca de mutacdes nos
genes codificadores para o Twist e FGFR 1, 2 e 3 dao suporte aos estudos que
reportam uma via molecular comum envolvida na modulagédo do desenvolvimento
craniofacial e dos membros (Paznekas ef al, 1998; Passos-Bueno et al.,1999;
Gripp et al., 2000).

A utilizagdo do rastreamento destas mutagdes para o diagndstico da SSC
tém encontrado controvérsia entre diferentes autores, devido a diferenca na
frequéncia observada das mutagbes e a ampla variacdo de achados clinicos,
tornando mais dificil a correlagdo gendtipo-fendtipo. El Ghouzzi et al. (1999)
observaram que em 22 individuos portadores de SSC, apenas quatro néo
apresentaram mutagées no gene Twist ou FGFR3. Contudo, os estudos
conduzidos por Paznekas et al., (1998), a partir da casuistica de Howard et al.,
(1997) parecem n&o correlacionar téo claramente alteragbes genotipicas do Twist
a SSC. Estes autores conseguiram identificar mutagées no gene Twist em 48%
dos individuos com SSC. Nesta mesma casuistica, os individuos afetados
apresentavam mutagdes no gene FGFR3 em 16% dos casos e no gene FGFR2
em 3%. Em conjunto, Paznekas et al., (1998) identificaram mutagdes nos genes
Twist, FGFR2 e FGFR3 em 68% dos casos, mostrando a necessidade de
rastreamentos adicionais nas seqiiéncias destes genes que poderdo identificar
regides criticas envolvidas na patogénese do fenétipo da Sindrome de Saethre-
Chotzen.

Os resultados negativos observados com o uso da técnica de
seqlenciamento direto, em individuos com cariétipo normal, tornam pouco
provavel a existéncia de mutagdes no exon 1 do gene Twist em nossa casuistica.

Entretando, recentes estudos envolvendo individuos com SSC que
apresentavam cariétipo normal e seqlienciamento do gene Twist sem alteragdo,
demonstraram areas de delecdes submicroscopicas néao observadas pelo uso de
citogenética com hibridizagao fluorescente in situ (FISH), mas detectadas apenas
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pela técnica de Southern Blot, podendo ser responséaveis pela haploinsuficiéncia
do gene Twist (Gripp et al., 2001).

Portanto, o emprego de outras técnicas de biologia molecular pode
contribuir para elucidar o papel do gene Twist nos achados clinicos desta
casuistica, como também € possivel que os dismorfismos detectados sejam
decorrentes de outros genes envolvidos na regulagdo do desenvolvimento
craniofacial e de membros.
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5. CONCLUSOES
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. Os achados clinicos neste estudo estdo compativeis com a descricdo da
Sindrome de Saethre-Chotzen na literatura, incluindo a grande variabilidade
intra e interfamilial.

. O estudo dismorfologico detectou individuos com sinais evidentes e outros com
sinais menores, como braquicefalia, sindactilia cutanea e clinodactilia, o que
pode sugerir formas brandas da SSC.

. O estudo do gene Twist pelo seqlienciamento direto nesta casuistica ndo
mostrou alteracdes da seqgiiéncia codificadora do exon 1.

. O emprego de outras técnicas de biologia molecular pode contribuir para
elucidar o papel do gene Twist nos achados clinicos desta casuistica.

. E possivel que os dismorfismos detectados nesta casuistica sejam decorrentes

de outros genes envolvidos na regulagdo do desenvolvimento craniofacial e de

membros.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO DE PARTICIPAGAO
EM PESQUISA PARA ESTUDO GENETICO

Data: [
Familia No

Registro no Hospital de Origem:

Nome do responsavel :

ldade: Parentesco: R.G.
Endereco e telefone para contato:

O CBMEG (Universidade Estadual de Campinas -UNICAMP), o
Departamento de Genética Clinica do Hospital de Reabilitaggdo de Anomalias
Craniofaciais (Universidade de S&o Paulo - USP, Bauru) e o Departamento de
Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas (UNICAMP) estéao realizando
um projeto para estudo molecular de pacientes com anomalias craniofaciais.

Assim, necessitamos de uma amostra do sangue do paciente para estudo
genético.

Qualquer esclarecimento poderéa ser solicitado aos responsaveis pelo
projeto, Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes (telefone 019-788-8908) e Dra. Maria
Leine Guion de Almeida (014-235-8138).

Autorizando a participagdo neste projeto de pesquisa, o responsavel
assinara esse termo de consentimento.

Responsavel
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ANEXO 2

FORMULARIO DE INVESTIGAGCAO CLINICA DE PACIENTES COM SINAIS
CLiNICOS SUGESTIVOS DE SINDROME DE SAETHRE-CHOTZEN

Familia n°: /

REGISTRO: HOSPITAL:

MEDICO RESPONSAVEL:

DATA DE NASCIMENTO: / /

IDADE NA 1° CONSULTA:

SEXO:( )M ( )F

RACA:( )B ( )N ( )A ( )OUTRAS

NATURAL DE:

PROCEDENTE DE:

MAE: G P & A

HISTORIA CLINICA:
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EXAME FiSICO:

Estatura

Peso PC

DBP DAP IC DICE | DICI DIP
(cm) (kg) (cm) (cm) (cm) (Percentil) | (cm) | (cm) | (cm)
OrelhaD | Orelha E Mo D | Dedo médio | MacE Dedo médio |PéD | PéE
(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) | (cm)
EXAMES COMPLEMENTARES
RAIO-X CRANIO:
MAOS:
PES:
COLUNA VERTEBRAL:

CT DE CRANIO:

us
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HEREDOGRAMA (no minimo 3 geragdées)

N° de Membros Afetados:

N° de Membros
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EXAME DISMORFOLOGICO DIRIGIDO

1. Alteracdes cranianas

Craniosinostose:

Descrever:

2. Alteragdes faciais

Assimetria facial

Implantagao baixa dos cabelos na fronte

Hipoplasia maxilar

Qutras

3. Alteracdes oculares

Ptose palpebral

Hipertelorismo

Hipotelorismo

Estrabismo

Blefarofimose

Fendas palpebrais obliquas (para baixo)

Estenose do canal lacrimal

Qutras

4. Alteracbes nasais

Desvio septo

Ponte proeminente

5. Alteracdes auriculares

Orelhas: Acentuagao do ramo da hélice
Posterior angulacao

Implantagao baixa

Qutras

6. Alteracbes orais

Palato ogival

Palato estreito

Ma ocluséao

Anomalias dentarias
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7. Alteracées em membros

Maos: Sindactilia cutdnea -Descrever:

Clinodactilia -Descrever:

Braquidactilia

Polegar e/ou dedos alargados

Alteragbes dermatoglificas: prega Unica

Qutras

Pés:

Halux valgo

Alargamentos dos haluces ( )D

Qutras anomalias Descrever:

Sindactilia Descrever:

Articulacoes: Limitagdo da mobilidade articular; incapacidade

para a extensdo completa —

8.Alteracdes neuroldgicas

Deficiéncia mental

Epilepsia

Qutras

9. Outras alteragoes
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ANEXO 3

FOTOGRAFIAS

A autorizac@o para a publicagdo da documentacéo
fotografica foi obtida do paciente ou responsavel.
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FAMILIA 1

Figura 21 Fotografias do individuo |I-2 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 22 Fotografias do individuo IlI-1 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 23 Fotografias do individuo 1ll-2 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 24 Fotografias do individuo 11I-3 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 25 Fotografias do individuo lli-5 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 26 Fotografias do individuo [I-8 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 27 Fotografias do individuo IV-1 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 28 Fotografias do individuo [V-2 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 29 Fotografias do individuo IV-3 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 30 Fotografias do individuo IV-4 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 31 Fotografias do individuo V-5 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 32 Fotografias do individuo V-7 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 33 Fotografias do individuo [V-8 da Familia 1.
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FAMILIA 1

Figura 34 Fotografias do individuo V-9 da Familia 1.
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FAMILIA 2

Figura 35 Fotografias do individuo ll-1 da Familia 2.

181



FAMILIA 2

Figura 36 Fotografias do individuo 11i-8 da Familia 2.
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FAMILIA 2

Figura 37 Fotografias do individuo [V-5 da Familia 2.
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FAMILIA 2

Figura 38 Fotografias do individua |V-6 da Familia 2.
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FAMILIA 2

Figura 39 Fotografias do individuo IV-7 da Familia 2.
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FAMILIA 2

Figura 40 Fotografias do individuo IV-8 da Familia 2.
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FAMILIA 3

Figura 41 Fotografias do individuo lI-2 da Familia 3.
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FAMILIA 4

Figura 42 Fotografias do individuo lll-1 da Familia 4.
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ANEXO 4

Grafico1 Grafico de desenvolvimento pdndero-estatural para sexo feminino

Ref: Tanner & WI Ggaficos de Desenvolvimento
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Grafico 2 Grafico de desenvolvimento pondero-estatural para sexo masculino

Ref: Tanner & Whitehouse, 1976.
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Grafico 3 Graficos de desenvolvimento do perimetro cefalico para sexo feminino

e masculino

Ref: Nellhaus, 1968.
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Distancia entre os Anaulos externos dos olhos

Grafico 4 Graficos da distancia intercantal externa dos olhos -DICE, distancia

intercantal interna dos olhos -DICI e distancia interpupilar — DIP (para

ambos os sexos)

Ref: Feingold & Bossert, 1974.
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Grafico 5 Graficos de comprimento da mao (palma), dedo médio e relacédo dedo
meédio/mao total (para ambos os sexos)

Ref: Feingold & Bossert, 1974.

cm 97 % %
75 8
1A 450 o = 75
10 125 g # 50
[1:] 9 ’f > > E ”,/ 3
£ o b
T 8 g gl E 6 AP <
=1 - 2L~ < »
.g pe A o
7 ’,r - - 5 - /r - ,/,
‘g Pl o L - y
2 ¢ o & 4 A T
E LA L4 E rap - Lt
o 5 &£ - E . -
g -y £ 13 =
L5 4 P o ¥
- (&) =4
3 2
il 1 L 1 AL 111 1
0 :Ii 5912 115182 23456 ) 10111213 14 ) 3 6 912 151821 2 34 56 7 8 910111213 14
Meses Anocs Meses Anos
Idade
Idade
cm
56
3
E 53 T
2 s
=
g a7 T -
® — 97%
——
& z
2 25
o a1
w |t 3
2 ==a
a is
w
a
35
o 3 E _; 2 |‘a |IB 2|I 3 4 5 6 7 8 9 101 121314
MESES IDADE ANOS

193



Grafico 6 Graficos de comprimento da orelha (para ambos os sexos)

Ref: Feingold & Bossert, 1974.
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Grafico 7 Grafico de medidas do comprimento do pé
Ref: Blais et al., 1956.
cm
% %
» T T
b Meninas - Meninos 1l..do7
28
by ST Ty 9? - J" ;’. . ;;
2 4 +
i 2 75 - // i o
% . o 50 . A—tr—i 3
D s’ Vi o -” -" o..
a A I A =T 2. A I 4
(=] 22 Gy — 7 a" ,‘ a"
i= gl 10T T TA T
o S Y/ b 37 <A
E 20 1. c" s 17 .
g i !" " ” "' - " # ;" f‘
= 18 ","v ':‘ P 'r’ ’ 'c
Q. . K 4 ‘JP’ | Ar 4l
g 16— e a
o . ,"-' o "," ’ ‘!'
,‘, i = a ‘.r' o
144 . T Y ,"
- f ‘?"I - ) "’!
12— -
]o L L ¥ T L) T L T 1 T 1 T T L Ll L L T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 0 2 46 8 101214 16 18

Idade em anos

194



