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Anjo

“Gragas, Senhor, porgue me ofertastes, em nome do amor, um anjo gue me guarda.
Ele abranda a minha fome, nde me permite o vancor.

E sempre gue se retavda d graca que tanis quers, me arma de paciéncia &, cheia de
fé, aspero...

Surge semprre gue a sombra da descrenga, da tristexa, sobre minha alma desce.
Acende a luz da esperanga, de novo o meu viso cresce: do munde vejo a beleza ¢ men
pensamente danga.

Se wm gesto cruel me fere, sua mdo vem me curar e me faz inda mais viva para
amando caminhar...”

Maria Meiralles



A minka mde, 0 anjo que me foi ofertado.

Sem ela, en ndo seria o gue sou, nem chegaria aonde estou.
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RESUMO

A sindrome Kabuki (SK), descrita pela primeira vez no Japfo, em 1981, por NIIKAWA ef
ol e KUROKI ef al., 6 uma condi¢lio rara, de etiologia desconhecida, caracterizada por facies
peculiar, com sobrancelhas arqueadas, fendas palpebrais alongadas e evertidas no terco distal,
lembrando a maquiagem usada pelos atores do teatro Kabuki, além de retardo mental, baixa
estatura, anomalias esqueléticas e de padriio dermatoglifico. Sua incidéncia no Japéo foi estimada
em 1:32.000, sendo considerada ainda mais rara fora desse pais, dado que vem sendo contestado
pelo registro crescente de casos em populagSes nfio orientais. No Brasil, séio poucos os relatos a
respeito, em geral correspondendo a descrigdes de casos esporddicos ¢ nfo ao resultado de um
estudo sistemitico, o que motivou o presente trabatho. Entre junho de 1998 e dezembro de 1999, 18
individuos com caracteristicas da SK, predominantemente caucasides, foram examinados
seguindo um protocolo especifico de avaliagio, desenvolvido a partir das principais manifestagdes
da condiio. Entre os exames complementares, f0i incluida a andlise molecular do gene TUBA2,
devido a sugestio de que houvesse alguma relaglio do mesmo com a SK, o que nfio se confirmou.
O diagnostico foi mantido em 10 pacientes (3 meninas e 7 meninos), enquanto entre 0s 8 restaries
(4 meninas e 4 meninos), 3 receberam diagnostico de sindrome de Noonan (SN), 2 de sindrome de
Turner (ST), 1 de monossomia 18p, ¢ 2 ainda permaneceram sem etiologia defimda, Entre aqueles
com SK, 100% tinham o aspecto facial peculiar dessa condigfio ¢ retardo mental em graus variados,
8% mostraram aleracbes dermatoglificas, 6(0% apresentaram anomalias vertebrais € a baixa
estatura. foi evidenciada em 50%. Quando comparada a outros estudos, a presente amostra foi
similar 3 majoria deles, praticamente em todos os aspectos. Néo houve desvio da razdo de sexo,
bem como relato de consangiiinidade entre os genitores ou de recorréncia familial. O protocolo de
investigagio wtilizado mostrou-se adequado enguanto insiramento de caracterizachio da amostra,
sendo sugerida sua aplicagfio sistemitica na investigagfio diagnostica de individuos com hipGtese
inicial de SK. Merece destaque o fato das caracteristicas faciais ocorretem ainda em outras
entidades, apontando para um possive] fentipo Kabuki determinado pela associagdo de fenda
palpebral alongada, eversio de tergo distal de palpebra inferior e sobrancelhas arqueadas. Ficou
rmais evidente a concomitincia de sirais com relagio 4 ST, em espectal nos casos associados a andis
do cromossomo X, bem como com a SN, reforgando a necessidade de uma avaliagho criteriosa que
considere tais diagndsticos diferenciais. Estudos mais detalbados, envolvendo diferentes centros e
levando em conta esses aspectos, poderiam contribuir para uma methor caracterizaglio da SK.



1. INTRODUCAO




1.1. HISTORICO E SINONIMIA

A sindrome Kabuki (SK) (OMIMH?.‘}ZO)*, também conhecida como sindrome da
maguiagem do teatro Kabuki, ou ainda pelo epfnimo de Nitkawa-Kuroki, foi descrita pela
primeira vez por NOKAWA ef al. (1981) ¢ KUROKI ef ol (1981), como uma condicdo
rara, de causa desconhecida, caracterizada pela associagfio de facies peculiar, atraso do
crescimento pos-natal ¢ relardo mental, além de outras anomalias. Os dois grupos
descreveram, de forma independente, um total de 10 criangas japonesas nfio aparentadas,
cujos dismorfismos faciais lembravam a maquiagem utilizada pelos atores do teatro japonés
conhecido como Kabuki.

Nessa forma de expressiio teatral, os atores costumam pintar o tosto delineando de
maneira expressiva o contorno das pélpebras ¢ alongando-as, além de arquearem as
sobrancelhas e tornarem-nas levemente mais afiladas no tergo distal (figura 1.1). Dai a
denominagfio inicial de sindrome da magquiagem do teatro Kabuki (NHKAWA ef of., 1981).
Entretanto, embora esse termo venha sendo usado desde ento, alguns autores
recomendaram que a expressio “maquiagem” fosse retirada da designagio, pois poderia ser
constrangedora € mterpretada pelas famflias de forma equivocada, ou mesme ofensiva.
(SCHRANDER-STUMPEL et al., 1994; BURKE & JONES, 1995; McKUSICK, 1996).

Em 1998, WILSON sugeriu que a melhor designagfio seria a de sindrome de
Niikawa-Kuroki, por considerar que os pacientes de ascendéncia nfo-asidtica teriam, em
geral, dismorfismos facials menos marcantes, ficando mais com uma “aparéncia oriental” e

ndo com a facies semelhante a da maquiagem do teatro Kabuki.

* On-line Mendelian Inheritance in Man — catdlogo numerado de genes humanos ¢ doengas genéticas
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Nom:human chhmdtgrs

\
/ Ippon-guma Hannya-guma
{One line shadow) (Ghosts)

Figura 1.1- Exemplos de maquiagem do teatro Kabuki © Michael Spencer 1999
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1.2. EFIDEMIOLOGIA

A freqiiéneia da SK no Japio foi estimada em 1:32.000 nascidos-vivos, com base nos
dados obtidos em um estudo extenso realizado por NIKAWA ef al. (1988}, no qual foram
incluidos 62 individuos, sendo 58 japoneses e 4 caucasdides, oriundos de 33 instituigdes,

31 delas japonesas.

Para o calculo, levou-se em conta que pelo menos 10 pacientes haviam sido avaliados
em um servico de referéneia da regifio central de Kanagawa (Kanagawa Children’s
Hospital), onde foram registrados 1,6. x 10° nascimentos no perfodo de 1971 2 1986. Como
esse hospital recebeu 20% das criangas com ﬁ%ésomia do cromossomo 18 nascidas no
mesmo periodo, os autores inferiram que, sendo a SK também caracterizada pela
associagio de anomalias congénitas mltiplas e retardamento mental, o percentual de
encaminhamento seria semelhante, estimando em cerca de 50 o nfimero de individuos com

tal diagnostico na regifio e, a partir desse dado, determinando a freqiiéncia de 1:32.000.

Nesse mesmo estudo, NIKAWA ef al. (1988) sugeriram que a SK deveria ser mais
freqiiente no Japio, pelo nimero reduzido de casos registrados em oulros paises, em
particular na Furopa e nos Estados Unidos, ap6s transcorrerem cerca de 6 anos desde a
primeira descrigio. Eles ainda-questionaram se tal situagdo seria similar em outras regibes
da Asia, hipdtese que foi corroborada por WANG er al. (1993), em relaglio & China e aos

paises asifticos de um modo geral.

Entretanto, em outros pafses, apesar da freqiiéncia nfio ter sido ainda estabelecida, o
registro de casos ndo-japoneses tem crescido a cada ano, com descrigdes em individuos de
diferentes etnias ¢ regides geograficas, incluindo latino-americanos (KOUTRAS &
FISHER, 1982), 4rabes (GILLIS, KLAR, GROSS-KIESELSTEIN, 1990), curopeus nio-
latinos (BRAUN & SCHMID, 1984; MEINECKE & RODEWALD, 1989; PHILLIP ef al.,
1992: ILYINA et al., 1993), europeus latinos (CARCIONE et al., 1991; GALAN-GOMES
et al, 1995; LERONE et al, 1997) ¢ norte-americanos (PAGON, DOWNING,
RUVALCABA, 1985; KAISER-KUPFER er al.,1986; Pe BENITO & FERRETTI, 1989;
PHILLIP ¢f al., 1992; KAWAME et al., 1998), o que demonstraria que a SK ndo seria tdo

5 - Intreducdo



rara fora do Japdo (SCHRANDER-STUMPEL ef of., 1994; WANG ef al., 1993; GLNEY,
SHAEFER, LOLODZIEJ], 1998).

1.3. ASPECTOS CLINICOS

1.3.1. Sinais principais

O estudo de NIIKAWA er ol (1988) permitiu que o fendtipo da SK fosse
estabelecido de forma definitiva, destacando cinco sinais, considerados como cardinais da

entdade, que sdo:

Jfacies peculiar (100% dos pacientes), caracterizada pela associagio de

eversfio da porgiio lateral da palpebra inferior, sobrancelhas arqueadas com
rarefagdio da pilificagio no tergo distal, nariz bulboso com ponta desviada

para baixo e orelhas proeminentes;

» anomalias dermatoglificas (93% dos casos), incluindo anmento de presilhas
ulnares e padrdes hipotenares, auséneia de trirradio digital em ¢ e(ou) d e
presenca de finger pads (coxim adiposo em face palmar de falanges distais),

em geral proeminentes;

» anomalias esqueléticas (92% dos casos), destacando-se braqui/clinodactilia
de quinto quiroddctilo e desvio da coluna vertebral, com ou sem espinha
bifida;

= retardamento mental de leve a moderado, associado ou nfio a hipotonia (92%

dos casos) ¢

« atraso do crescimento pés-natal (73% dos pacientes).
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1.3.2. Anomalias associadas
1.3.2.1. Cardiopatias congénitas

Em 1985, OHDO er gl. sugeriram que a associagdo de cardiopatia congénita ¢ SK no
seria ocasional, descrevendo dois pacientes com essa hipdtese diagnostica; um deles
apresentando comunicagiio inter-ventricular ¢ ‘o outro persisténcia de canal arterial,
coartagdo de aorta e ventriculo direito com dupla saida. Em seu estudo de 1988, NIIKAWA
et al. (1988) relataram, entre as anomalias viscerais associadas & SK, cardiopatias

congénitas em cerca de 31% dos pacientes.

Ainda que n#o tenha sido demonstrada uma alterac;ﬁb especifica em associacio com a
SK, HUGHES & DAVIES (1994) sugeriram que a coartagao de aorta seria o defeito mais

comumente encontrado nessa condigdo.

QOutras anoinalias descritas incluem tetralogia de Fallot, transposigio de grandes
vasos da base, alguns defeitos de septo ¢ bloQueid de ramo direito (NIIKAWA et al., 1988),
bem como estenose pulmonar leve (CARCIONE ef al., 1991).

1.3.2.2. Alteracbes neurologicas .

Anomalias estruturais do sistema nervoso ceniral tais como atrofia do lobo anterior ¢
ectopia do lobo posterior da hipéfise (SATOH e ol 1993; TAWA et al., 1994), atrofia
cerebelar e de tronco cerebral (YANO et al., 1997), agenesia de corpo caloso (ABD et al.,
1997), cisto aracnoideo (CHU et al., 1997), a,lérﬁ de hérnia de amigdalas € de hidrocefalia
devido a estenose de aqueduto (KASUYA et al., 1998), 4 foram relatadas em individuos

com SK.

Convulsdes haviam sido descritas em vérias oportunidades (PAGON, DOWNING,
RUVALCABA, 1986; NIIKAWA er al., 1988; GILLIS et al., 1990; PHILIP ef al., 1992,
SCHARANDER-STUMPEL ¢f al., 1994) até que, em 1997, MITSUMODE et ai. (1997)
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inclufram a epilepsia entre as caracteristicas mais comuns da SK, quando relataram um

menine com essa condig@io e sinais eletrencefalograficos de sindrome de West.

Quanto aos aspectos cognitivos, além do retardamento mental, j& mencionado entre
os sinais cardinais, HO & EAVES (1997} descreveram 4 criangas com SK e graus variados
de distirbios de aprendizagem, comportamento autista ¢ auto-mutilagio. Existem, ainda,
relatos de hipotonia neonatal, incoordenagfio motora e comportamento hiperativo, embora,
em geral, afdvel (WILSON, 1998; KAWAME ef al., 1999).

1.3.2.3. Ancomalias esgueléticas

Além da baixa estatura (NHKAWA e al., 1988), identificaram-se atraso de idade
Ossea, hipoplasia de clavicula, costelas rudimentares, displasia acetabular, luxacio
recorrente de patela, luxagHo congénita de quadril e hemartrose (CARCIONE er ol , 1991;
IKEGAWA ef al., 1993; FRYNS & DEVRIENDT, 1998).

Em 1989, MEINECKE & RODEWALD sugeriram que os pacientes com SK
poderiam ter um padrio Gnico de perfil metacarpofalangeano (PPMF), mas que estudos
posteriores deveriam ser realizados. Confirmando essa hipotese, WILSON (1998) analisou
o PPMF de 5 pacientes com SK ¢ concluiu que o mesmo estava visivelmente alterado

nesses individuos.

1.3.2.4. Alteracdes metabélicas

Relataram-se vérias alteragbes endécrinas na SK, sendo puberdade (KUROKI ef ol ,
1987, FRANCESCHINI er al, 1993) e telarca precoce (NIIKAWA er agl, 1988;
DEVRIENDT et al., 1994; TUTAR e al., 1994) as mais fregilentes, acometendo 23% das
meninas no estudo de NIIKAWA ef al. (1988). Deficiéneia de hormdnio de crescimento
(SATOH er al, 1993; TAWA ef al., 1994, DEVRIENDT et al., 1995), diabete insipido
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(TAWA et al, 1994), tireoidite de Hashimoto (EWART-TOLAND ef al, 1998) ¢
hipotireoidismo (KAWAME et al., 1999) também foram descritos.

Akm disso, no estudo de NIIKAWA ef al. (1988), 7% dos pacientes tiveram
hipoglicemia neonatal, igualmente observada por BURKE & JONES (1995) em 2 casos.

Existem ainda os relatos de DEVRIENDT & FRYNS (1994) sobre um paciente com
SK que apresentava hiperfosfatasia transitéria isolada ¢ de DEVRIENDT et ol (1996)
sobre uma menina recém-nascida com um cisto folicular congénito de grandes proporgdes e
dosagens hormonais normais no periode neonatal, o que susciton a hipdtese de ativagio

hipotalimica transitria intra-uterina,

1.3.3. Anomalias ocasionais
1.3.3.1. Oterrinelaringologicas

Séo descritas fenda palatina, tanto posterior quanto anterior, Tvula bifida,
incompeténcia velofaringeana, fenda labial, micrognatia e foveas labiais, 3 semelhanga do
que ocorre na sindrome de van der Woude (OMIM®119300) (HANDA et of,, 1991;
SCHARANDER-STUMPEL ef al, 1994; BURKE & JONES, 1995; LAN et al., 1995;
COOLS & JAEKEN, 1997, PETERSON-FALZONE, GOLABI, LALWANI, 1997
KOKITSU-NAKATA et al., 1999). Devido as alteragbes palatinas, alguns pacientes ainda
podem apresentar incoordenagfio a degluticio e vdz anasalada (WILSON, 1998;
KAWAME et ol., 1599),

Hé também relatos de anomalias de ouvide interno, como malformagio coclear
(TOUTAIN ef al, 1997), ¢ de hipoacusia mista (SAY ef al, 1993; PETERSON-
FALZONE, GOLABI, LALWANI, 1997). Com relagio a essa Gltima, existe a
possibilidade de que, em alguns casos, seja conseqiiente & recorréncia de infecgdes de vias

respiratérias, em especial a otite média aguda (KAWAME er al., 1999).
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1.3.3.2. Oculares

Além dos achados caracteristicos que determinaram a associagho com a maquiagem

; . . . +

do teatro Kabuki, descreveram-se ptose palpebral, estrabismo, anomalia ocular de Peters’,
catarata, miopia, hipoplasia de nervo éptico, paralisia do terceiro par craniano e fenémeno

de Marcus Gunn® (WILSON, 1998; KAWAME er al.,1999).

1.3.3.3. Gastro-Intestinais

Identificaram-se hérnia diafragmatica, varizes esofigicas, refluxo gastro-esofigico,
colangite esclerosante, cirrose hepética, ma-rotagfo intestinal, perfuragfio ileal, atresia anal,
além de sintomatologia de ma-absorgdo intestinal ¢ de diarréia secretora (WILSON, 1998,

EWART-TOLAND et al. 1998, KAWAME et a/,,1999).

1.3.3.4. Genito-Urinarias

Quanto s anomalias genito-urindrias, relataram-se fistula anovestibular, megaureter,
hidronefrose, atrofia e displasia renal, bem como micropénis, criptorquidia e saliéneias

lbio-escrotais hipopldsicas (EWART-TOLAND er /. ,1998; WILSON, 1998).

1.3.3.5. Dermatologicas

Algumas alteracBes ectodérmicas, tais como unhas hipoplésicas (BURKE ez al.,
1991), tricorrexe nodosa (LERONE ef al., 1997) e anomalias dentérias, entre as quais

auséncia de dentes, especialmente de incisivos laterais (JJALAL, GLEDHILL,

' . defeito de cAmara anterior caracterizado por opacificagiio corneana ¢ aderéncias iridolenticulocorneanas
{CAMERA et al., 1994)

¥ - reflexo palpebral involuntério provocado pelo movimento mandibular
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DUDKIEWICZ ef al., 1989; SILENGO ef al., 1996; LERONE ef al., 1997, MHANNI ef
al., 1999) foram relatadas, além de alteragfio de pigmentagfo descrita como vitiligo
{(SCHARANDER-STUMPEL ef al., 1990 e 1993).

1.3.3.6. Imuno-Hematolégicas

AlteragBes imuno e hematolégicas do tipo- purpura tfrombocitopénica idiopética
cronica (WATANABE et al., 1994), hipogamaglobulinemia (HOSTOFFER #f al., 1996) ¢
imunodeficiéncia (NHHKAWA ef al. 1988; WILSON, 1998; KAWAME er o/,1999) ja

foram mencionadas em alguns relatos.

1.3.4. Evoluciio e complicagbes

O diagnéstico da SK, que no periodo neonatal pode ser dificil, torna-se de
reconhecimento mais ficil com o crescimento, & que, em geral, ocorre uma exacerbaglio
dos dismorfismos faciais devido a perda da tonicidade da musculatura da face (BURKE &
JONES, 1995). |

Alguns pacientes t8m dificuldade em ganhar peso durante os primeiros anos de vida,
muitas vezes devido 3s anomalias congénitas miiltiplas. Entretanto, na adolescéncia pode
ocorrer obesidade (EWART-TOLAND ef al. ,1998).

A recorréncia de infecgdes de vias adreas tem sido descrita e poderia ser associada 3
imunodeficiéneia detectada em alguné casos. Dé_ntre essas infecgbes, a otite média aguda
parecé ST 4 mAais comum €, por sua vez, podeﬁa estar relacionada a hipoacusia em alguns
casos, conforme mencionado anteriormehte (CHRZANOWSKA ef al., 1998; EWART-
TOLAND et al.,1998; KAWAME et al., 1999).
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LHCHI ef al (1996) descreveram um menino com diagnostico de linfoma de Burkitt,
a partir de massa abdominal observada aos 3 anos de idade, sendo o virus Epstein-Barr

detectado como agente etioldgico do tumor por téenica de hibridacgio in sifu.

1.3.5. Variabilidade fenotipica e diagnosticos associados

Além do acometimento em graus variados de diferentes 6rgios ou sisternas, observa-
se variaglio significativa no que concerne a gravidade dos dismorfismos descritos na SK e,
segundo alguns autores, isso estaria, em parte, relacionado 3 miscigenagio da populagio
(BURKE & JONES, 1995; WILSON, 1998; KAWAME et al, 1999). Uma possivel
indicacfio da influéneia éinica na variabilidade clinica da SK esta no relato de KAISER-
KUPFER et al. (1586), sobre um adolescente afro-americano que apresentava vérios sinais
da SK, como fenda palpebral alongada e evertida no tergo distal, finger pads, auséneia do
triradio em ¢ e sping bifida, mas cuja estatura era normal, provavelmente em virtude do
maior potencial para estatura final na raga negra. Do mesmo modo, PE BENITO &
FERRETTI (1989) descreveram uma crianga de ascendéncia negréide com retardamento
mental grave, facies com aparéncia oriental ¢ estatura dentro do limite da pormalidade, cujo

diagnostico foi de SK.

Varios registros da SK em individuos caucasoides vém sendo feitos e, a despeito de
ndo ter sido determinada a sua freqiiéncia em einias nfio orientais, alguns autores
consideraram que estaria sendo sub-diagnosticada fora do Japfo, pelo fato de os
profissionais da area da saide nfio estarem totalmente familiarizados com a sindrome, ou
com as diferengas fenotipicas em individuos nfo-orientais (PAGON ef al, 1985;
MEINECKE & RODEWALD, 1989; CARCIONE ef i, 1991; PHILLIP er al., 1992;
SCHRANDER-STUMPEL er ai., 1994; BURKE & JONES, 19935; GALAN-GOMES ¢t al.,
1995; ILYINA ef ¢l., 1995; WILSON, 1998).

Qutro aspecto observado entre as vérias descrigfes analisadas € o de que a hipdtese
diagndstica de SK nfo fo1 formulada no primeiro atendimento, ou melhor, s6 foil aventada a

partir da reavaliagio clinica dos pacientes, apds a deseri¢lo inicial feita por NIIKAWA e/
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al. (1981) e KUROKI et al. (1981} (WELLESLEY & SLANEY, 1994; BURKE & JONES,
1995; VERLOES et al, 1996; COOLS & JAEKEN, 1997). E interessante destacar gue
alguns relatos consideram a ocorréncia simultdnea da SK e de algumas condigdes como as
sindromes de Turner (WELLESLEY & SLANLEY, 1994}, de Peters (OMIM*604229)
(CAMERA et gl. 1994), de Cornelia de Lange (OMIM122470}) (VERLOES, et al., 1996),
de Hardikar® (COOLS & JAEKEN, 1997) e de van der Woude (OMIM*119300)
{MAKITA et al., 1999).

1.4. ETIOLOGIA

A etiologia da SK ainda nfio estd esclarecida. A maioria dos casos tem sido
esporadica, ndo havendo desvio da razdo de sexo ou aumento do coeficiente de
consangtiinidade (NHKAWA er al, 1988; Pe .BENITO & FERRETTI, 1989; WILSON,
1998)..Cantudo, reiatou-se recorréncia familial em pelo menos 6 oportunidades, sendo a
distribuicio sugestiva de heranga autossOmica dominante com expressividade varidvel
(HALAL et al., 1989; SAY et al., 1993; SILENGO er of.,1996; KOBAYASHI, 1996,
McKUSICK, 1996; TSUKAHARA, 1997).

Em alguns poucos individuos com diaghéstico de SK detectaram-se anomalias
cromossdmicas, tanto autossOmicas quanto de éromossomos sexuais. Entre as anomalias
autossOmicas, todas estruturais, nfo foi verificado um padrio que permitisse considerar a
hipdtese de uma etiologia cromossdmica especiﬁca, sendo descritos uma translocagio ndo
balanceada envolvendo o brago curto do CIOMOSSOmO 6 ¢ o brago longo do cromossomo 12
(JARDINE et ol., 1993), inversio per:centnca do brago curto do cromossomo 4 (FRYNS,
VAN DEN BERGHE, SCHRANDER-STUMPEL, 1994), cromossomo 13
pseudodicéntrico (LYNCH et al., 1995), translocagdo aparentemente equilibrada entre os
bragos longos dos cromossomos 15 ¢ 17 (GALAN-GOMEZ er al,1995) e duplicagio
intersticial no brago curto do cromessomo 1 (LO er al,, 1998).

¥ caracterizada por fenda labio-palatina, retinopatia pigmentar, hidronefrose e colestase
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Quanto 20s cromossomos sexuais, no seu estudo de 62 pacientes NIIKAWA ef al.
(1988) relataram 3 com anomalias dos cromossomos X e Y, descritas como um angl de X,
um anel de Y e ainda uma inversio pericéntrica de Y. Nessa inversdo, como o ponto de
quebra encontrava-se na regido pseudoautossdmica, considerou-se a possibilidade de que a
mesma estivesse relacionada A etiologia da SK, sendo sugeridos estudos moleculares para a

confirmacfio dessa hipotese.

DENNIS et of. (1993) e McGINNIS et al. (1997) também descreveram 4 pacientes
que, além dos sinais da SK, possufam um anel do cromossomo X e quadro fenotipico bem
mais grave do que o comumente observado na sindrome de Turner (ST), em especial
quanto ac déficit cognitivo, sugerindo que a exacerbaclio das manifestagBes da ST
determinaria um fendtipo mais préximo ao descrito na SK. O mesmo foi observado por
WELLESLEY & SLANLEY (1994), em uma menina com caritipo 45X, descrita por
esses autores como tendo, concomitantemente, as sindromes de Turner ¢ Kabuki. Além
disso, ABD ef al (1996) descreveram uma outra menina com mMmOSAiCISmMo
45,X/46, XX 1(X), que apresentava dismorfismos faciais da SK, distirbio de aprendizagem

e agenesia de corpo caloso.

E oportuno ressaltar que, usualmente, a ST nfio se associa a retardamento mental.
Entretanto, dentre as pacientes que possuem anomalias estruturais, tais como anéis de
pequenas dimensdes ou translocagBes envolvendo o cromossomo X e um autossomo, ou
ainda marcadores presumivelmente derivados desse cromossomo, 0 comprometimento
intelectual costuma ser mais acentuado. A maior gravidade dessa manifestagiio tem sido
atribuida A falta de inativacio do cromossomo X, o que poderia levar 4 superexpressiio de
genes presentes nesse cromossomo ou a uma dissomia funcional de parte das seqii€ncias
génicas do X (DENNIS et al., 1993; WELLESLEY & SLANLEY, 1994; ABD ef ol., 1996;
MeGINNIS ef al., 1997).

Considerando essa hipdtese ¢ ainda com o objetivo de determinar a origem parental
do material cromossomico extra-numerario, bem como uma regifio candidata 4 etiologia da
SK, ABD of o (1996) ¢ McGINNIS ef al (1997) realizaram estudos citogeneticos ¢

moleculares de 4 pacientes com constituigio cromossdmica 45,X/46,X.1(X), retardamento
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mental acentuado e diversas manifestagSes da ST associadas a sinais dismorficos faciais da
5K.

O trabalho de ABD et al. (1996) utilizou o método de hibridagdo in situ por
* fluorescéneia (FISHfﬂibrescence in A'z’s‘u kybridféatfarz) com iniciadores (primers) do gene
XIST™, bem como estudos de replicagdio tardia do cromossomo X. J4 no de McGINNIS ef
al. (1997), além do gene XIST, utilizaram-se  sondas especificas de regides
pseudoautossdmicas do cromossomo Y e sonda de cromossomo X, além de téenicas para

determinag8o de microssatélites, de Southern-blot ¢ de PCR {(polymerasis chain reaction).

Os resultados acabaram por nfo permitir uma concluso, pois no primeiro trabatho
{ABD et al, 1996}, a analise pelo método de FISH indicou que o anel do cromossomo X
possuia 0 gene XIST e uma banda de replicacio precoce. No segundo (McGINNIS ef al.,
1997), foi verificado que o gene XIST nfio se expressava e a técnica de PCR confirmou a

supressio do mesmo, bem como a origem paterna do anel.

Outros estudos moleculares t&m sido feitos na tentativa de identificaclio de um ou
mais genes responsaveis pela SK. A hipdtese de que pudesse ser uma sindrome de genes
contiguos foi1 considerada e, pela associagdo com anomalias de linha média como palato
fendido, cardiopatias congénitas, alteragfes do trato urindrio, bem como imunodeficiéncia,
o1 realizada andlise citogenética utilizando técnica de FISH especifica para a regifio 22ql1,
tentando correlacionar a seqiéncia de DiGeorge (OMIM*188400) ou a sindrome
velocardiofacial (OMIM#192430) com a 8K, sendo os resultados negativos (LI ef ai., 1996;
CHZARNOWSKA et gl., 1998).

Em 1999, MAKITA ef al. descreveram uma menina com evidéncias da sindrome de
van der Woude ¢ com sinais sugestivos da SK. Para se confirmar que a concomitincia
dessas duas sindromes pudesse entfio estar relacionada a uma microdelecdio na mesma
regifio do cromossomo 1 {1g32-g41), foi empregado o método de FISH ¢ a andlise de

microssatélites, ndio sendo encontrada qualquer deleco que confirmasse tal hipétese.

* « X inativation specific transcript - gene localizade ne centro de inativagiio do cromossomo X que se
expressa exclusivamente no X inativo (DUNCAN er ol 1993)
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Ainda na 4rea molecular, em virtude do gene a-tubulina humano (TUBA2) ter
sido mapeado na regifio 13g12.11 (DODE et 4l.,1998) ¢ considerande o faio de
alguns pacientes com diagnéstico de SK apresentarem um Cromossomo 13
pseudodicéntrico, com ponto de quebra pa  regifio  mencionada
[46,XY psudic(13)(13pter—>13q12.11::13p12513q11.00::13q12.11—>13qter] (LYNCH et
al., 1995), Dodé et al. (1998) sugeriram que essa regido e, conseqiientemente, o

referido gene, poderiam estar relacionados 4 etiologia da SK.
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2. JUSTIFICATIVA




Tendo em vista o que fol exposto, pelo menos 4 aspectos relacionados a4 SK
merecem destaque. O primeiro diz respeito 3 variabilidade fenotipica da entidade, que
parece ser consideravel e, possivelmente, relacionada &s caracteristicas d&tnicas da
populacio de origem dos individuos afetados. Essa variabilidade justificaria o seu estudo

em populagdes miscigenadas.

Um outro aspecto relaciona-se ao fato de algumas manifestacBes fenotipicas ainda
nio estarem bem caracterizadas, no sentido de serem ou nfio valorizadas para o diagnoéstico

clinico da entidade.

Além disso, vale ressaltar que, no Brasil, s#io poucos os estudos relacionados a 5K,
todos eles mais voltados para o registro de casos novos (VAN BEVER & VAN DEN
ENDE, 1992; HAJE, 1996; SOUZA, RIBEIRO, RIBEIRO, 1996; KOKITSU-NAKATA et
al., 1999} e nfio para o resultado de um estudo sistematico dessa condiglio, levando em
conta seus principais achados clinicos e laboratoriais (MARQUES-DE-FARIA &
OLIVEIRA, 1998). |

Finalmente, como se trata de condigio de etiologia ainda indefinida, considerar-se-
iam oportunos os estudos moleculares a resperto, incluindo a analise do gene TUBAZ2, cuja

metodologia encontra-se disponfvel em nosso laboratdrio,

Sendo assim, pela perspectiva de contribuir para o conhecimento da SK, tanto com
relagio a0 exame dismorfolégico quanto & investigagio diagnéstica complementar, bem
como pela oportunidade de avaliar, de forma padronizada, uma amostra de individuos
oriundos de uma populagfio etnicamente heterogénea como a brasileira, € que foi elaborado

o presente trabalho.
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3. OBJETIVOS



3.1. GERAIS

Caracterizar, com base em critérios clinicos e resultados de exames
complementares, uma amostra de individuos com hipotese diagnostica
inicial de SK.

3.2. ESPECIFICOS

Estabelecer wm protocolo de avaliagfio clinica especifico para a SK;

Fazer a andlise molecular do gene TUBA2 nos pacientes com

caracteristicas clinicas da SK;

Correlacionar os achados clinicos com os resultados dos exames

cnmplementares;

Estabelecer os principais diagnésticos diferenciais da SK.
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4. CASUISTICA E METODOS



4.1. SELECAO DA AMOSTRA

A selecdo foi realizada no periode de junho de 1998 a dezembro de 1999, no
ambulatério de Genética Geral do Departamento de Genética Médica da FCM-UNICAMP,

entre.

s individuos que ja estavam sendo acompanhados com hipdtese diagnéstica de

SK. e foram convocados para reavaliagfo;

* individuos que estavam sendo investigados devido a quadro dismérfico
associado a déficit neuropsicomotor de etiologia nfio esclarecida, que
retornaram para reavaliacio no perfodo mencionado e cujas caracteristicas

clinicas foram consideradas sugestivas desse diagnostico, e

= individuos que corresponderam aos casos novos avaliados no periodo, para

os quais a hipotese diagndstica de SK foi estabelecida.

Todos os pacientes incluidos na amostra tiveram sua participaciio previamente
autorizada pelos responsdveis, mediante assinatura do consentimento pos-informagéo
(Anexo 1), apés terem recebido esclarecimentos sobre o estudo a ser realizado, o qual foi

aprovado pelo Comité de Etica da FCM - UNICAMP,

4.2. AVALIACAO CLINICA

Cada caso-indice foi submetido a avaliagdo clinica, iniciada por meio de anamnese,
sendo que os dados foram obtidos pela autora junto aos pais ou responsaveis, dando-se
atengdo especial aos antecedentes gestacionais, aos perinatais ¢ s intercorréncias morbidas,

tais como debilidade de succdio, infecgfes recorrentes e puberdade precoce.

Quanto aos antecedentes familiais, além da elaboragio dos heredogramas,
enfatizaram-se aspectos como a eventual recorréncia de casos com caracteristicas similares.

Também obtiveram-se informagdes quanto A origem étnica de cada pacierde, levando em
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conta a ascendéncia de europeus latinos, nfio-latinos, bem como negroides, amerindios e

asiaticos.

Na investigacdo de infecgSes recorrentes, consideraram-se todos os tipoes, fossem de
vias aéreas superiores e inferiores, trato urindrio e(ou) gastro-intestinal, entre outras, com

destaque para as de vias aéreas superiores, visto serem as mais freqlienternente descritas em
estudos anteriores (WILSON, 1998).

O exame fisico, em particular o dismorfoldgico, levou em conta os sinais mais
freqiientemente descritos na SK, incluidos no protocolo de avaliagdo clinico-laboratorial
{Anexo 2).

Na avaliaciio diagnéstica complementar, os pacientes foram submetidos aos exames
abaixo relacionados, realizados, em sua maioria, conforme a rotina de atendimento dos

servigos do Hospital de Clinicas da FCM — UNICAMP:
» inventario 6sseo;

» avaliacdo cardiologica, com raio-X de térax, -eletrocardiograma e

.ecocardiograﬁa;
*  yltra-som abdominal;
* tomografia axial computadorizada de crénio;
= dosagens de imunoglobulinas;
» avaliacdo oftalmoldgica com fundoscopia;
s aundiometria e

= para as meninas em idade pré-puberal, dosagens de hormdnio luteinizante

(LH) e hormdnio estimulante folicular (FSH).
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4.3. ESTUPO CITOGENETICO

Conforme o protocolo de investigagfio, todos os pacientes selecionados foram
inicialmente submetidos a exame de caridtipo com técnica de bandamento G, em
preparagOes obtidas a partir de cultura rotineira de linfoeitos de sangue periférico, Em 2
casos, devido a quadro de reiardamento mental com recorréncia na familia, esse estudo foi
complementado pela pesquisa de sitios frageis, em particular o da regifio Xq27.3 [fra(X)},
citada no item 4.3.2. Fm outros 2, houve a necessidade da utilizacfo da técnica de FISH,

descrita no #tem 4.3.3.

4.3.1. Técnica de obtencio de metifases a partir do cultive temporirio de

linfocitos de sangue periférico,

Foi empregada a técnica modificada de MOOREHEAD er al. (1960), rotineiramente
utilizada no laboratério de Citogengtica do Departamento de Gengética Médica da Faculdade
de Ciéneias Médicas, UNICAMP, sendo o bandamento G realizado segundo a técnica
adaptada de SANCHEZ, ESCOBAR, YUNIS (1973).

4.3.2. Técnica para obtenciio de metifases em cultura de linfécitos periféricos

favorecendo a expressio dos sitios frdgeis sensiveis ao folato.

Quando necessério, complementou-se a andlise cromossomica pela pesquisa de sitios
frageis sensiveis ao folato, em particular o Xq27.3 [fra(X)], segundo técnica modificada de
SUTHERLAND (1977; 1979) e as orientagdes preconizadas por JACKY ef al, (1991),
rotineiramente utilizada no laboratério de Citogenética do Departamento de Genética

Médica da Faculdade _de Ciéneias Médicas, UNICAMP.
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4.3.3. Procedimento rapido da técmica de FISH (fluorescence in situ
hybridazation) em niicleos interfasicos para detecciio de cromossomos X ¢

e

Y

Indicou-se esse procedimento para duas pacientes, em cujo cariotipo foi detectado
mosaicismo cromossdmico [45,X/46,X +mar]. Apos a obtenglio de metafases a partir do
cultivo temporério de linfocitos de sangue periférico, ao término da lavagem com fixador,
encaminhou-s¢ cada sedimento ao Laboratério de Citogenética, St Jude Children’s
Research Hospital, Memphis, TN, USA, para analise do marcador por técnica de FISH para
deteccfio de cromossomos X e Y em nficleos interfasicos e em metafases. O procedimento

foi executado pela aﬁtor& seguindo o protocolo do referido laboratorio.

Utilizou-se a sonda CEP SO X/SG Y (Vysis®), em solucdo de estocagem, diluida
com 600! da solugio Oncor Hybrisol VI (cat.# $1370-30), mantida em freezer a -20°C.
Depois de homogeneizada, distribuiu-se tal solugio em 4 tubos de microcentrifuga de
1,5ml, contendo 150ul cada um, os quais foram selados, identificados e estocados em

freezer —20°C. Cada tubo fol suficiente para o preparo de cerca de 12 liminas.

Prepararam-se 6 laminas de cada paciente ¢ de um controle sabidamente normal,
gotejando-se o sedimento fixado de cada tubo, Essas laminas foram feitas sobre uma placa

quente 4 temperatura ndo superior a 50°C.

A seguir, pipetaram-se, cuidadosamente, 15ul da solugio da sonda em cada uma das
laminas, cobrindo-as com laminulas de 24 X 30mm e colocando-as sobre uma placa quente
a 95°C por 1 minuto, para desnaturagdo simultinea dos cromossomos e da sonda.
Imediatamente apos esse procedimento, colocaram-se as ldminas em camara imida a 37°C

por 1 hora, para hibridacfo.

Preparou-se uma solucdio de lavagem com 32ml de agua estéril ¢ 8ml de tampdo
salino de citrato de sédio (SSC) 2X e colocou-se em banho-maria a 72°C. Uma vez

completada a hibridagfio e tendo a solugio de lavagem atingido 72°C, procedeu-se a

* protocolo utilizado ne Laboratdrio de Citogenética, St Jude Children’s Research Hospital, Memphis, TN, USA
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retivada da laminula, com cuidado, para que a mesma nfio escorregasse pela superficie da

lamina,

Colocou-se, a seguir, cada ldmina na solugio de lavagem por 2 minutos e banhou-se
em agua deionizada por 5 vezes para remogio do tampdo. Apds o excesso de agua ter sido
retirado, adicionaram-se 20ul de DAPI II (4,6-diamidino 2-fenilindol), que estava estocado
em freezer, para contra-coloragio. Cobriram-se as Mminas com novas laminulas, levando-

as para analise em microscopio de flnoreseéneia, utilizando-se um filtro de 3 bandas.

A fim de que a sonda nfio degradasse, realizou-se todo o procedimento em ambiente

de penumbra.

4.4. ANALISE MOLECULAR

As téenicas de andlise molecular foram realizadas pela autora do projeto, no
Lahoratorio de Genética Humana do Centro de Biologia Molecular ¢ Engenharia Genética

(CBMEG) — UNICAMP, conforme especificado 2 seguir.

4.4.1. Técnica para extragio de DNA sangiiineo

Coletou-se, na maioria dos casos, cerca de 10ml de sangue periférico, em tubos
estéreis Vacuntainer® contendo 8 gotas de EDTA 10% como agente anti-coagulante. O
sangue foi transferido para tubos de centrifuga estéreis de fundo conico de 50ml, aos quais
adicionaram-se 35ml da solugfio A, composta por Triton-X 1%, MgCl2 SmM, Sacarose
0,32M e Tris-HCI 10mM pH 8,0. Procedeu-se, entdo, a lise das hemaceas colocando-se a
mistura em gelo por 30 minutos. A mistura foi centrifugada a 2.500rpm, por 10 minutos a
4°C, retirando-se o sobrenadante. Adicionaram-se 20ml da solugiio A ao sedimento com o
objetivo de ressuspendé-lo. Centrifugou-se essa nova mistura a 2.500rpm, por 15 minutos,
em temperatura ambiente. Repetiu-se tal procedimento diversas vezes até que o

sobrenadanie estivesse incolor.
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A seguir, adicionou-se ao sedimento 1ml da solugfio B 2X concentrada (NaEDTA
20mM, NaCl 20mM, Tris-HCI 20mM pH 8,0) e 250yl da soluglio C, feita com Solugéo B
1mi, Proteinase K* (Boerhinger Mannheim, Germany) img ¢ SDS (dodecil sulfato de
s6dio) 10% 0,5ml, preparada no momento do experimento, incubando-se em banho-maria a

37°C, durante a noite.

No dia seguinte, tratou-se a solugfio com 1,25ml de feno] saturado e tampéo Tris-HC1
10mM pH 8,0 e agitou-se por inversdo, durante 5 minutos, centrifugando-se apés a
2.500rpm, por 10 minutos, em temperatura ambiente. Retirou-se a fase aquosa e transferiu-
se para outro tubo, repetindo-se o procedimento anterior por 2 vezes. Procedeu-se a

extracio do DNA com clorofdrmio/alcool isoamilico, na proporgéo 24:1.

Precipitou-se ¢ DNA com o auxilio de 0,1 volume de acetato de sédio 3M pH 5,5 ¢ 2
volumes de etanol absoluto. Retirou-se o precipitado do DNA com a ajuda de um bastéo de
plastico e lavou-se com etanol 70% para eliminar o excesso de sal. Dissolveu-se o DNA em
quantidade apropriada (200-500ul) de TE (Tris-HCl 10mM pH 8,0, EDTA ImM pH 8.0,
TAE — tris-acetato de EDTA) e determinou-se¢ a concentragdo por leitura de absorgfio Optica

a 260nm em espectrofotdémetro.

4.4.2. Técnica para extragio de DNA de saliva

Como o pai de um dos pacientes nfo autorizou a pungfio venosa para a coleta de
DNA, ofereceu-se a opgio da coleta de saliva, obtida de mwcosa oral, com o auxilio de
esponja estéril, e distribuida em papel filtro FTA® (Gibco) e em 3 tubos Eppendorf, no
vohume total de 200ul por frasco.

Adicionou-se 1ml de 4gua destilada a cada tubo ¢ deixou-se em incubagfio a
temperatura ambiente por 30 minutos, invertendo-se ocasionalmente para mistura da

solucdo. Foram entio levados a centrifugacéio por 3 minutos a 10.000rpm.
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Retirou-se o sobrenadante cuidadosamente ¢ adicionaram-se 200u] de Chelex® 100
5% (Bio-Rad). Os frascos foram incubados a 56°C por 30 minutos ¢ a suspensio, agitada

em Vortex®, em alta velocidade, durante 10 segundos.

Levaram-se os frascos A incubacfio em dgua fervente por & minutos ¢ foram

centrifagados a 15.000rpm por 3 minutos.

Para a técnica da PCR, utilizaram-se cerca de 20ul do sobrenadante. Estocou-se a
reagio em geladeira, na temperatura de 2 a 8°C, para que pudesse ser utilizada nas reagOes

de rastreamento dos exons.

Com relagfio ao papel filtro FTA® (Gibco), deixou-se secar pelo perfodo minimo de 1
noite, removendo-se amosiras de 1mm® do meio dos circulos demarcados ¢ colocando-as
em tubos de microcentrifuga junto com 500ui de TE. Centrifugaram-se os tubos a

2000rpm, por 30 segundos, desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante.

Adicionaram-se 500ul do reagente DNAzol® (Gibico) a cada tubo, que foi incubado
por § minutos 4 temperatura ambiente e, em seguida, centrifugado a 2000rpm, por 30
segundos, desprezando-se cuidadosamente o sobrenadante. Repetiu-se esse procedimento

mais | vez.

A cada tubo, mcubado em gelo por 10 minutos, adicionaram-se 500l de cloreto de
litio (LiCl) 7,5M & temperatura de congelamento. Centrifugou-se a 2000rpm por 30

segundos e desprezou-se cuidadosamente o sohrenadante.

Para a lavagem do papel filtro, a cada tubo, adicionaram-se, por 3 vezes, 500ul de
TE. A seguir, centriguram-s¢ os tubos a 2000rpm por 30 segundos, desprezando-se

cuidadosamente o sobrenadante,

Depois de secarem a temperatura ambiente, utilizou-se cada amostra de papel filtro
para a técnica de PCR, da mesma forma que o DNA sanglifneo usado para rastreamento dos

£X00s.
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4.4.3. Amplificaciio dos exons do gene TUBA2 a partir de DNA gendmico

Cada um dos 4 exons do gene TUBA2 foi amplificado, usando iniciadores (primers)

relacionados na tabela 4.1, pela téenica de PCR. Para a reagfio de amplificagdo utilizaram-

se, em um volume final da reagfio de 50uk:
e ulde DNA genbmico;
* 5ul de tampéio de reagfio para a enzima (Gibco BRL™);
*  Sylde ANTP 2mM (trifosfato de didesoxi-nucleotideo);
* 0,1ug de miciador (primer) direto;
» 0, 1pg de iniciador (primer) inverso;
s 1,51l de cloreto de magnésio;
" Syl de DMSO (dimetil-sulféxido);

= (,5U de enzima Tag DNA polimerase (Gibco BRL®).

Tabela 4.1 — Segiiéncia ¢ tamanho dos iniciadores (primers) do gene TUBAZ2

PRIMER SEQUENCIA ENZIMA  FRAGMENTO
Exon 2 TATAGCTTCAAGTTGCCCTGAA - 397
Exon 3 CCATCTTGGTGAGGATAGGC - 242
Exon4 GTGTACTGCGTGTTTATTATG Mbol 959
Exon 5 AAAGCAGCCACCATTTCCA Mbol 517

Apos uma fase de desnaturagfo a 94°C, durante 5 minutos, seguiram-se 35 ciclos
compostos das seguintes temperaturas ¢ duragdes: desnaturagiio a 94°C, anelamento dos
iniciadores {primers) enire 50-55°C, por 45 a 75 segundos e extensfio, ou incorporagio dos

nucleotideos, a 72°C, por 45 a 75 segundos (tabela 4.2).
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Tabela 4.2 - Tempos, temperaturas e nimeros de ciclos dos iniciadores

ETAPA INICIAL 35 C1CLos ETAPA FINAL

Desnaturagio Desnaturagio Anelamento Extensiio Extensfo

Exong  Tempo Temp Tempo Temp Tempo Temp Tempo Temp  Tempo  Temp
{min °C {mim} °C {ndim) o {min} oC {min) °C

2 5:00 94 0:45 ) 45 30 {(:43 72 500 72
3 5:00 94 0:45 094 0:45 55 0:45 72 5:00 72
4 5:00 84 0:45 94 045 50 1:18 72 5240 T2

5 5:00 94 0:45 94 0:45 55 (45 72 500 72

4.4.3.1. Deteccio de mutacio por analise da conformaciio da fita

simples

A fim de se detectar possiveis mutagBes pontuais, rastrearam-se 0S €X0ns
amplificados utilizando-se a amdlise da conformagio da fita simles de DNA, por meio do
método de SSCP (single-strand conformation polymorphism).

Separaram-se os fragmentos de DNA obtidos em fita simples por aquecimento, em
um tampdo desnaturante, e fracionaram-se em géis de poliacrilamida a 10%, contendo 10%
de glicerol (PAGE-polyacrilamide gel eletroforesis), feitos por método manual, logo apos

submetidos  coloracio com prata (ORITA er al., 1989).

Utilizaram-se placas de vidro de 165mm X 140mm ¢ uma solugdo de volume final de

30ml conu
= 15ml de glicerol 20%,;
» 7.5ml de acrilamida/bisacrilamida 40%;

= (,6mlde TAE 50X

Polimerizaram-se os géis com a adigio de 192l de persulfato de ambnio 10% e
38,5ul de TEMED (N,N,N’,N’-te:tramctil'et.i'lenodiamina). Adicionaram-se 5ul do produio
da reaghio a 5ul de uma solugdo contendo formamida 95%, EDTA 20mM pH 8,0 ¢ azul de
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bromofenol 0,005%, e aplicou-se nos géis, que foram submetidos 2 eletroforese com 300V,

por 3.5 horas, em tampdo TAE 1X e temperatura aproximada de 20°C.

Os passos da coloraciio foram feitos da seguinte forma, segundo técnica modificada
de ORITA ef al. (1989):

» Fixaglo: solucio de 10% de etanol e 5% de édcido acético, imergindo o gel

por um periodo de 20 minutos, 4 temperatura ambiente;

*  Impregnacio: utilizando uma solugdio de nitrato de prata 0,15%, por um

tempo de 10 minutos de imersdo;
* Lavagem com 200ml de dgua destilada;

* Revelagdo: uma solugfio aquosa total de 200ml contendo 6g de NaOH ¢
1,2ml de formaldeido, mantendo o gel imerso até o aparecimento das

bandas;

* Para a interrupgio da revelagfo, foi repetida a imersdio com a solugio de

fixacHo.

Quando nfo foi possivel realizar ¢ preparo manual dos géis de SSCP, utilizou-se o
equipamento  PhastSystem” (PHARMACIA LKB) com géis pré-moldados 12,5%
(PhastGeﬁ) ¢ tampdo nativo (L-alanina 0,88M; tris 0,25M; pH 8,8), submetidos as
condigdes de 150V/h, temperatura de 4°C, sem pré-corrida. A seguir, realizou-se a

coloragio por prata, segundo téenica modificada de ORITA er al. (1989), descrita acima.

Os géis foram secos A temperatura ambiente e analisados visualmente conforme o

padrio de migracfio de bandas.

Digeriram-se 0s exons 4 e 5 com a enzima Mbol para reducio do tamanho do
fragmento, na tentativa de obtengfio de resultados mais informativos, ja que o método de
SSCP € mais sensivel na detecgfio de alteragles moleculares em fragmentos de até 350
pares de bases, sendo que a partir deste tamanho, perde-se a confiabilidade dos resultados

obtidos pelo método.
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4.5. CLASSIFICACAO DOS PACIENTES CONSIDERANDO A
CONFIRMACAO DO DIAGNOSTICO DE SK

Apds a conclusdio da avaliaglo clinica e laboratorial, considerando que a hipétese
diagnostica de SK ndo foi mantida para todos os casos analisados, optou-se pela

classificacsio dos pacientes em 2 grupos, segundo os critérios abaixo especificados.

O grupo A foi composto por aqueles cujo diagnostico final foi de SK, levando em
conta que apresentavam facies caracteristica, tinham pelo menos uma anomalia associada
e(ou) ocasional e o resultado dos exames complementares, incluindo o caridtipo, nfo foi

sugestivo de alguma etiologia especifica.

Especialmente quanto ao ultimo exame, decidin-se pela inclusdo daqueles pacientes
com cariotipo normal no presente grupo, comsiderando que a quase totalidade dos
individuos descritos na literatura tendo a SK nfio apresentavam anomalias cromossomicas.
Nos raros casos em que houve relato de cromossomopatias, as mesmas eram heterogéneas,
excetuando 05 5 com alteragBes estruturais do cromossomo X (NUKAWA ef al., 1985;
WELLESLEY & SLANLEY, 1994; McGINNIS ef al., 1997), um deles inclusive descrito

como tendo concomitincia das sindromes de Turner e Kabuki.

No grupo B, foram incluidos os individuos para os quais outro diagndstico passou a
ser considerado, pelo fato de o conjunto de sinais e(ou) o resultado dos exames

complementares sugerir outra condigio que nfio a SK.

4.6. COMPARACAO DOS RESULTADOS COM DADOS DA LITERATURA

Compararam-se os resultados obtidos, tanto da avaliaglo clinica quanto dos exames
complementares dos pacientes do grupo A, com dados da literatura, que inclufram um
artigo de revisio que envolveu a quase totalidade dos casos publicados até agosto de 1998

(WILSON, 1998), complementados pelos apresentados em outro artigo publicado em julho
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de 1999 (KAWAME et al, 1999), bem como com os dados relativos 8s amostras

especificamente estudadas por esses autores.

4.7. ANALISE ESTATISTICA

A anilise estatistica incluiu a comparacio entre dois valores médios, pela aplicagdo
do teste  de Student, apds a demonstragio de que as varifincias nio diferiam
significativamente ao nivel de 5% (cf. BEIGUELMAN, 1988).

Realizou-se também a andlise descritiva dos dados obtidos, sendo as proporgdes
verificadas para as diversas varidveis analisadas comparadas pela aplicagfo de testes de
qui~quadrado, com nivel de significAncia de 5%, e teste exato de Fisher em tabelas 2X2,

com 0=0,01 (cf BEIGUELMAN, 1988).
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5. RESULTADOS




5.1. CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram avaliados 18 pacientes no periodo. compreendido entre junho de 1998 a

dezembro de 1999, distribuidos da seguinte forma:-

» 8 individuos que j4 estavam sendo acompanhados com hipotese diagnodstica

de SK e foram convocados para reavaliagdo;

» 5 individuos que estavam sendo investigados devido a quadro dismorfico
associado a déficit neuropsicomotor de etiologia nfio esclarecida, que
retornaram para reavaliagio no periodo mencionado € cujas caracteristicas

clinicas foram consideradas sugestivas desse diagnostico, e

» 5 individuos que corresponderam aos €asos novos avaliados no periodo, para

os quais a hipétese diagndstica de SK foi estabelecida.

£ oportuno esclarecer que, com relagdo aos pacientes que corresponderam aos ¢asos
j4 em acompanhamento, nenhum teve sua avaliagio anterior a 1993, o que define um

intervalo de 6 anos para os diagndsticos definidos como 8K em um anico servigo.

Os 18 pacientes estudados tiveram idades que variaram de 7 meses a 12 anos, sendo a

média de x=5,15 anos com desvio padrio s=4,19. Como citado anteriormente (tdpico 4.5),
a amostra foi classificada em 2 grupos de pacientes, levando em conta a manutencio ou nio
do diagnéstico da SK, apds serem avaliados os resultados obtidos a partir da observagho
clinica e dos exames complementares. Entretanto, pela oportunidade de realizar uma
andlise comparativa dos dados relativos a cada grupo, optou-se pela apresentagdo dos

resultados j4 considerando esse diagnstico final.

No grupo A estiio 10 individuos (3 do sexo feminino ¢ 7 do masculino) (figura 5.1),
para os quais foi estabelecido o diagndstico de SK. Sobre esses pacientes, ressalta-se que 9
foram considerados desde o inicio como portadores dessa condiciio ¢ apenas 1 teve outra
hipotese diagndstica inicial, a de sindrome de Aarskog (paciente 4). Um dos pacientes era

adotado (paciente 7); assim, apenas 9 casos foram informativos quanto a antecedentes
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familiais, gestacionais e peri/neonatais. Os resultados da avaliagfio clinica desse grupo,

incluindo os exames complementares, encontram-se nas tabelas 5.1 ¢ 5.2.

Ja no grupo B (figura 5.2), foram incluidos 8 pacientes (4 do sexo feminino e 4 do
masculino) para os quais, a0 término da investigacdo, foi considerada outra hipdtese

diagndstica, Os resultados da avaliag@io clinica desse grupo estdio nas tabelas 5.3 ¢ 5.4,

As informag8es mais relevantes, levando em conta esses dois grupos, serfio relatadas

a seguir, nos ftens 5.1.1 a2 5.1.16.
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Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3

Paciente 4 Paciente 5 Paciente 6 Paciente 7

Paciente 8 Paciente 9 Paciente 10

Figura 5.1 — Aspecto facial dos pacientes 1 a 10 do Grupo A.
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Paciente 11 Paciente 12
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Paciente 13 Paciente 14
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Paciente 16 Paciente 17

Figura 5.2 — Aspecto facial dos pacientes 11 a 18 do Grupo B

Paciente 15

Paciente 18
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Tabela 5.1 — Resultados da avaliac8io clinica dos pacientes do Grupo A

PACHENTES i p 3 4 3 6 7 8 9 19 Tosal
Sexo F M M M F F M M M M 3FM
Idade ent anos B2 29 94 118 11 27 1,5 08 25 3,6
ldade paterna 39 36 34 30 5 39 * 23 32 36 327
1dade materna 30 32 26 31 23 35 ¥ 21 24 33 283
Intercorréncias gestacionais - + - + + + #® - + + 6/9
Intercorréneias neonatais - + + + + + * - + + 7%
Sucgdo débil + + + - + + + + + + 9/10
Hipotonia + o+ o+ + o+ + + + + + 1010
Convulsdes + 4+ + + - - . - + - 5310
Retardamento mental + o+ + + + + + + + + o 10/10
Incoordenagio motora + + ND 4+ + + + +  NAt 4 8/3
Dificuldade de fala + 4+ ND + o+ o+ o+ + N o+ 88
InfecgGes recorrentes - + - + + - + - + + 6/10
Baixa estatura + o+ - - + - ~ - + o+ 5/10
Facies caracteristica + F + + + + + + + + 10710
Eversio da palpebra inferior + o+ + + + + * + + 110
Fenda palpebral alongada + o+ + + + + + + + + 1410
Sobrancelhas arqueadas - + + + + + + + + 910
Ponta nasal voltada p/ baixo + + + + - + + + + 810
1Lébio inferior evertido - -+ + + - + + + + - 7/10
Palato alto/fendido + + + + + + + + + + 10/10
Anomalias dentais + o+ - + + - + be I - 578
Braquidactilia - - + + + + + + - - 6/10
Clinodactilia de 5° dedo + -+ # - + 4+ o+ o+ - O
Auséngia de wirddioc efoud ¢ cod - od  ofd c ¢ wd ¢ - 8/10
Excesso de pregas palmares - + - + - + + + - + 6/10
Finger pads + 4+ F + + + + + + 10/10

*. sem informagdes, paciente adotado

ND -~ niio determinado
NA — nio analisavel

1~ dentigio incompleta

¥ - retardamento mental grave
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Tabela 5.2 —- Resultados dos exames complementares dos pacientes do Grupo A

PACIENTES 1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 Total
Anomalia de SNC 3 TCC - - NR + + - - + - - 3/9
Fundo de otho alterado - - NR - - - - -+ - 1/9
Escoliose - - - - + - . + o+ o+ 410
Hemivértebras . + - + o+ - - - - . 3/10
Cardiopatia S P £ 14
Anomalia renal -+ -+ - o210
Imunodeficiéncia - NR NR - - - - - " - 0/8
Hipoacusia - -« NR + -« NR - + NR NR 1/
Caridtipo alterado - . - . - - - - - - 0/10
Analise molecular - - - - - - - - - - 0/10

SNC - sistema nervaso cendral
TCC - tomografia computadorizada de crinio
NR - exame nfo realizado

* - ecocardiografia mostrando wma reduciio de fluxo de védlvula aorta, mas nfo caracterizando
coartacio.

T - baco acessorio
1 - perda auditiva pela audiometria condicionada
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Tabela 5.3 — Resultados da avaliacio clinica dos pacientes do Grupo B

PACIENTES il i2 13 14 15 16 17 18 Total
Sexo F F M M F F M M 47:4M
idade em anos 0.6 85 121 46 3 168 7.9 9,3 7.3
Idade paterna 32 39 33 6l 23 22 19 23 315
dade matemna 26 29 24 20 15 22 18 22 22
Iitercorréneias gestacionais - - - + + - - + /R
Imtercorréncias neonatais - . - - + + - + 3/8
Suceio débil + - - + - - + . 3/8
Hipotonia + + - + + - + + 6/8
Convalsies - - - - - - - - 6/8
Retardamento mental + - + + + - + + 6/8
Incoordenaciio motora + - - - ¥ - - + 3/8
Dificuldade de fala - - . + + - - + 38
Infecgdes recorrentes + - - - + + + + 5/8
Baixa estatura + + + - + - . + 5/8
Facies caracteristica + + + + + + + + 8/8
Eversdo da palpebra inferior o+ -+ + + + + + + 88
Fenda paipebrai alongada + + + + + + + + 8/8
Sobrancellas arqueadas “ + + - + + + + 6/8
Ponta nasal voltada p/ baixo - + + - + + - + 58
Libio inferior evertido - - + - - + + + 4/8
Palato altoffendido + + + + + + + + 8/8
Anomalias deniais - - . + + . - - 2/8
Braquidaciilia + - + - + - - + 4/8
Clinodactilia de 5° dedo + . - - + - - - 2/8
Auséneia de trirradio ¢ sfou d - ¢ - - ¢ ¢ - c/d 4/8
Excesso de pregas palmares - - - - + - - + /8
Finger pads + + + + + + + + 3/8
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Tabela 3.4 - Resultados dos exames complementares dos pacientes do Grupo B.

PACIENTES il 12 13 14 15 i6 17 18 Tatal
Anomalia de - NR NR - - NR NR - 0/4
SNCaTCC
FO alterado - NR NR NR - NR NR - 0/3
Escoliose - - NR - - - NR - /6
Hemivértebras - - NR - w - NR - 0/6
Cardiopatia + - - + - NR NR + 2/6
Anomakia renal - - NR - - ) - - /7
Imunodeficiéneia + - NR NR - - NR - 1/5
Hipoacusia - NR NR NR - - NR NR 0/3
Cariétipo A5 X486, 46XXdel - . 453046, - - - 3/8
alferado X, tmar 18p K Fmar
Andlise - - - - - - - - /8
molecular
Diagndstico 8T Monos. RM SN ST SN RM 5N

18p ale afe

SNC - sistema nervosc central

TCC - tomografia computadorizada de erdnio

NR - exame nao realizado

* - osteopenia evidenciada no raio-X de coluna e na cintilografia
+ - fitero bicornn

FO - fundo de olho

ST - sindrome de Turner

RM a/e - retardamento mental a esclarecer

SN - sindrome de Noonan

5.1.1. Razio de sexo

Entre os 18 individuos estudados, 11 (61,1%) sfo do sexo masculino e 7 (38,9%) sdo
do sexo feminino, desvio esse que ndo chega a ser significativo (xz(l-ﬁ 0,889;
0,30<P<0,50). Esse predomimio do sexo masculino, também nfo significativo, foi
observado no grupo A, composto por 7 meninos € 3 meninas (y’;= 1,6; 0,20<P<0,30),

enquanto no grupo B ndo houve desvio da razfio de sexo.
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5.1.2. Média das idades materna e paterna por ocasido do nascimenio

A idade materna média por ocasiio do nascimento dos pacientes que compdem ©
grupo A foi de x=28,3 com s=4,95, para 9 casos informativos, valor que ndo difere
significativamente do verificado em amostras de caucaséides da regiio de Campinas, 3P,
(E%Qﬁ,ﬁ; §3,91; n=10912), segundo os dados de BEIGUELMAN & VILLAROEL-
HERRERA (1993) (+=1,05; 0,20<P<0,30).

Ja para o grupo B, a média da idade materna ao nascimento dos propésitos foi de
x=22, com 54,44, sendo os 8§ casos informativos, valor este que mostra diferenga
significativa ao nivel de 5%, quando comparado ao obtido por BEIGUELMAN &
VILLAROFL-HERRERA (1993) (+=2.929; 0,001<P<0,01).

Quanto 4 idade paterna, o valor médio obtido para o grupo A, sendo 9 casos
informativos, foi de x=32,67 com s=5,74, valor que ndo difere do observado por
PILOTTO, MAGNA, BEIGUELMAN (1993} (;:3-0-,20; s=8.76: n=1011) em amostra da
populagio de Curitiba, PR (#1,28; 0,20<P<0,30). Para o grupo B, a média foi de »=31.5

com 5=13,73, também nfio diferindo significativamente da amostra mencionada (#=0,27,
0,30<P<0,40).

5.1.3. Dados familiais

Nos antecedentes familiais, levando em conta informagdes como recorréneia de
quadro semelhante €(ou) retardamento mental efou) anomalias congénitas, nfo se
constataram aleracSes dignas de nota nos grupos A e B. Todos os casos foram
considerados esporadicos e ndio houve qualquer relato de consangiiinidade enire os

genitores.

Quanto & origem étnica, no grupo A, 1 paciente tinha ascendéncia negréide, tanto
materna quanto paterna, | tinha ascendentes asiaticos e 0s demais eram predominantemente

caucasoides, porém com relato de miscigenagio entre europeus latinos ¢ nfo-latinos, sem
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mnformacGes mais especificas que permitissem caracterizar melhor as diferentes etnias. No
grupo B, 2 pacientes tinham ascendentes negroides, 1 tinha ascendéncia amerindia e para os
demais, como no grupo A, houve relato de miscigenacfio entre etnias caucasodides, também

sem dados mais especificos.

5.1.4. Antecedentes gestacionais

No grupo A, houve referéncia a episddios de sangramento vaginal e ameaga de
abortamento no primeiro trimestre em 2 casos, febre em periodos intermitentes no segundo
trimestre em 2, doenca hipertensiva especifica da gestag3o em outros 2 ¢, em I, sofrimento
fetal agudo devido a acidernte automobilistico no terceiro trimestre, que evoluiu para

trabalho de pario prematuro.

Neo grupo B, houve relato de sangramento vaginal com ameaca de abortamento no
primeiro trimestre em I caso, febre em periodos intermitentes durante o segundo trimestre

em | e referéncia no confirmada a uso de Cannabis sativa e cocaina em outro.

5.1.5. Antecedentes peri € neonatais

Como intercorréncias neonatais, no grupo A, houve relato de 1 neenato hidrépico, 1
com artéria umbilical dnica, além de 3 prematuros, os quais desenvolveram ictericia, sendo
que 2 deles tiveram broncoaspiracdo meconial e 1 teve o diagnostico de atresia parcial de
vias hiliares demonstrado pelo ultra-som abdominal. Posteriormente, os resultados da

avaliagfio da funcdo hepéatica desse paciente foram normais.

No grupo B, foi relatado 1 parto com apresentacdo pélvica, além de 2 recém-natos

com ictericia neonatal, 1 deles também com impetigo bolhoso.
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5.1.6. Desenvolvimento neuropsicomotor

Todos os pacientes do grupo A tinham retardamento mental em graus variados,
considerando as informagdes das institui¢des onde eram acompanhados, ja gque nfio foram
submetidos a avaliacio especifica durante a aplicagio do protocolo. Todos eles
freqiientavam istituigdes para individuos treindveis, educdveis e semi-dependentes, ou
mesmo independentes para as atividades cotidianas, 3 excegdio de um (paciente 4) que
manifestou alguma dificuldade de aprendizado, mas teve condigiio de ser matriculado em
classe normal de escola da rede piiblica, com suporte psicopedagdgico. Com relagdo a esse
individuo, a despeito de nfio ter sido avaliado objetivamenite, possuia boa memdria visual e
anditiva, opinides bem formadas e senso critico apurado, além de capacidade para leitura,
embora nfo conseguisse expressar-se pela linguagem escrita, possivelmente pelos tremores

intencionais ¢ pela incoordenagfio motora que apresentava.

Dois dos pacientes desse grupo (9 e 10) tiveram afraso importante no
desenvolvimento neuropsicomotor, mas ambos nasceram prematuramente ¢ tiveram
complicagdes, nos periodos peri e neonatal, que poderiam ter contribuido para a

exacerbacio do comprometimento neurologico.

A dificuldade de sucgfio esteve presente em 9 individuos do grupo A, e todos tiveram
hipotonia durante os primeiros meses de vida. O atraso e(ou) dificuldade na &rea da
linguagem também foram observados em todos os pacientes desse grupo, sendo que 3

iniciaram crises convulsivas na primeira infincia.

Quanto ao grupo B, 6 dos 8 pacientes apresentaram retardamento mental em graus
variados. E importante destacar que, contrariamente ao esperado entre individuos com
perda cromossdmica similar, a paciente 12, com monossomia 18p, tinha desempenho
escolar e interacdo social satisfatérios, apesar do comportamento introspectivo. Trés
individuos tiveram atraso e(ow) dificuldade na drea da linguagem. Nenhum paciente

apresentou convulséio, havendo relato de sucgdo débil em apenas 3 e de hipotonia em 6.
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5.1.7. Dados antropométricos

Entre os dados antropométricos avaliados, enfatizaram-se especialmente a estatura, o
perimetro cefdlico e as medidas das distdncias intercantais interna e externa, akém do

comprirnento da fenda palpebral, tendo em vista as caracteristicas da SK.

Pos 10 pacientes do grupo A, 4 apresentaram baixa estatura, considerando o canal de
crescimento da familia, quando foi possivel calculd-lo. E oportuno ressaltar que esses
pacienfes possuiam estatura normal no infcio do acompanhamento e, com a evolugio,
apesar das medidas estarem dentro da curva de normalidade (JONES, 1997), encontravam-
se abaixo do canal da familia. Com relago ao peso, 2 pacientes estavam abaixo do

percentll 3 (JONES, 1997}, Encontrou-se microcefalia em 3 individuos deste grupo.

Quanto as distincias intercantal externa e interna e & distdncia interpupilar, assim
como ao comprimento da fenda palpebral, todos os pacientes apresentaram medidas acima
do percentil 97 (JONES, 1997).

No grupo B, também considerando o canal de crescimento da familia, constatou-se
baixa estatura em 5 dos 8 pacientes. Nenhum individuo apresentou baixo peso ¢ a
microcefalia nfio foi observada em nenhum deles. Com relagio as medidas das distincias
intercantal externa ¢ interna, bem como ao comprimento da fenda palpebral e distdncia

nterpupilar, todas estavam acima do percentil 97,

5.1.8. Alteraciies crénio-faciais

A facies, descrita como peculiar na SK, foi observada em todos os 18 pacientes,
sendo o principal elemento na selecfio da amostra. Todos apresentaram eversfo da pélpebra
inferior em graus variados ¢ fendas palpebrais alongadas. As sobrancelbas s6 ndo eram
arqueadas em 1 paciente do grupo A e em outro do grupo B, mas eram rarefeitas
distalmente em 9 individuos do grupo A € em 4 do grupe B, Todos os pacientes do grupo A
e 5 do grupo B possuiam ponta nasal voltada para baixo, devido ao encurtamento da

columela.
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O labio inferior apresentava-se evertido em 7 pacientes do grupo A e em 4 do grupo

B, na maioria dos casos devido a hipotonia da musculatura facial.

Quanto as anomalias dentais detectadas nos pacientes do grupo A, 1 apresentou
caninos bifidos, 2 tinham apinhamento dentdrio ¢ 3 mostraram falhas, principalmente de
incisivos laterais superiores. Quanto ao grupo B, 3 apresentaram ma-ocluséo dentéria e 1
tinha auséncia dos incisivos laterais superiores ¢ dos caninos, tanto superiores gquanto

inferiores.

5.1.9. Alteracdes do sistema nervoso central

Com relagiio as anomalias estruturais do sistema nervoso central, dentre os 9
individuos do grupo A que realizaram tomografia axial computadorizada de crénio,
detectaram-se alteracOes sugestivas de infarto isquémico em 1, hipodensidade de substincia
branca também em 1, além de.iesﬁo cistica em regifio frontal e dilatagdo ventricular em

outro.

Ja no grupo B, para os 3 pacientes que puderam realizar tomografia axial

computadorizada de crénio, os resultados foram noOTmAais.

5.1.10. Anomalias esqueléticas

No grupo A, 6 pacientes apresentavam brﬁquidactilia* de todos os dedos, 7 tinham
clinodactilia de 5° dedo e, no exame radioldgico, ao qual todos foram submetidos, 4
mostraram escoliose, 4 tinham hemivértebras e sping bifida, predominantemente em

segmento tordcico e, dentre esses, 3 apresentavam luxacfio congénita de quadril.

* . refagio dedo médio/mio menor que 40%, segundo JONES, 1997
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Quanto aos § pacientes do grupo B, além de braqui ¢ clinodactilia de 5° dedo,
verificada em 3, entre os 6 que realizaram raio-X observou-se apenas luxacio congénita de

quadriiem 1.

Embora o PPMF nfo tivesse sido originalmente incluido no protocolo de investigagdo
(Anexo 2), 16 pacientes submeteram-se a exame de raio-X de mio e punho esquerdo para
avaliagdo do mesmo, mas por dificuldades técnicas o estudo nfio pdde ser concluido a

tempo de os resultados serem incluidos neste trabalho.

5.1.11 Dermatdglifos

A pesquisa de coxins adiposos em face palmar de falange distal, ou finger pads, foi
positiva em todos os pacientes da amostra, variando, enfretanto, guanto ao grau de
manifestagfio, sendo mais proeminentes e(ou) ocorrendo em todos os dedos em 9

individuos, sendo $ do grupo A e 4 do grupo B.

Quanto as impressdes dermatoglificas palmares, dos 10 pacientes do grupo A, 4 néo
apresentaram trirrddio somente na regido ¢ e 4 tiveram-no ausente nas regides ¢ ¢ d. No

grupo B, 3 tinham auséncia de trirrddio em ¢ e 1 paciente, nas regiGes c e d.

5.1.12 Avaliaciio cardiologica

No grupo A, coartagio de aorta foi evidenciada em 1 individuo, enquanto outro
apresentou comunicacio inter-atrial tipo ostium secundum e 1 teve dilatagfio de éftrio
esquerdo com abaulamento do septo para afrio direito. Em 1 dos pacientes desse grupo,
apesar do resultado da ecoDopplercardiografia ser considerado normal, mencionou-se que o
arco adrtico possuia reducfio no fluxo e nfio era completamente analisdvel, sendo indicada

nova avaliacéio apds ! ano.

Entre os pacientes do grupe B, foram constatados 3 individuos com cardiopatia, 1

deles com véalvula adrtica bictspide, 1 com incompeténcia da valvula tricaspide e 1 com
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estenose pulmonar ¢ commmnicacfo inter-atrial, valendo ressaltar que esses 2 Ultimos

pacientes tiveram como diagndstico final a sindrome de Noonan (SN).

5.1.13 Avaliaciio oftalmologica

No grupo A, dos 9 pacientes submetidos & avaliagio especifica, 1 apresentou palidez
difusa de retina, 3 tinham estrabismo convergente, necessitando de correqlio por meio de
tampdo, e 1 desenvolveu miopia e astigmatismo. No grupo B, somente 3 pacientes

realizaram exame oftalmolégico e nenhum deles mostrou alterago.

%.1.14 Avaliaciio otorrinolaringologica

O palato era alto e(ou) estreito em todos os pacientes do grupo A, sendo que 2 deles
tinham palato fendido. J4 no grupo B, além do palato alto e(ou) estreito em todos os

individuos, nfio houve ocorréneia de fenda palatina.

Infeccdes recorrentes de vias adreas foram relatadas em 6 pacientes do grupo A, em
especial a otite média aguda, sendo necessdria a colocagio de tubo de ventilagio em 2,
além da realizaciio de adenoidectomia em 1 deles. No grupo B, infecges recorrentes foram

descritas em 5 individuos, nfio sendo necessério qualquer procedimento cirfirgico.

Nos 6 pacientes do grapo A submetidos a audiometria, detectou-se hipoacusia
condutiva em 2, sendo que 1 deles realizon audiometria condicionada devido a pouca idade.
J4 no grupo B, dos 3 pacientes que puderam ser submetidos a esse exame, nenhum mostrou

perda anditiva.
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5.1.15 Alterag¢des imuno-hematologicas

No grupo A, entre os 10 pacientes estudados, 6 tiveram infecgBes recorrentes, com
relato de uso fregiiente de antibiGticos. Oito realizaram dosagens de imunoglobulinas,

sendo os resultados normais para todos.

Quanto ao grupo B, 5 pacientes tiveram infeccles recorrentes de vias aéreas, estando
4 deles entre os 5 que realizaram dosagem de imunogiobulinas, com imunodeficiéncia

comprovada em apenas 1, que possuia niveis baixos de imunoglobulina A.

Nio se constataram alteracBes hematoldgicas no grupo A, enquanto no grupo B um
dos pacientes apresentou sangramentos espontdneos freglientes, com epistaxes,
gengivorragia, petéquias e equimoses, sendo verificada deficiéncia de fator XII de

coagulagio em mvestigagdo realizada no setor de Hematologia.

5.1.16. Qutros achados

Confirmou-se refluxe gastro-esofigico em 3 pacientes do grupo A, tornando

necessdria a cirurgia de fundoplicatura de Nissen em 1 deles.

Ainda no grupo A, uma das criangas tinha rim em ferradura e imperfuragfo anal,
sendo submetida a corregiio cirargica. Atualmente, segundo estudo ecografico, apresenta
rim esquerdo com imagem “em bolo” e atrofia cortical & direita, com a funcfio renal
aparentemente preservada, conforme avaliaglo laboratorial especifica. Também ac exame

ecografico, constatou-se um bago acessério em um outro paciente.

Realizou-se herniorrafia inguinal bilateral em 3 pacientes do grupo A, 1 deles

também apresentava criptorquidia ¢ hidrocele unilateral.

Com relacio a anomalias ocasionais, no grupo B encontrou-se 1 paciente com ttero

bicorno e linfedema de membro inferior esquerdo, com uso de malha de contens#o.
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5.2. ANALISE CROMOSSOMICA

Todos os individuos que compdem a amostra foram submetidos a exame de caribtipo
em Hnfdcitos de sangue periférico com téenica de bandamento G, na resolugfo de 400-500

bandas por lote haploide.

Como citado anteriormente, sendo um dos critérios de classtficacfo entre os grupos A

¢ B, a andlise citogenética dos pacientes do grupo A nfo revelou nenhuma alieragio.

No grupo B, constataram-se aberragBes estruturais em 3 caridtipos. A paciente 12
apresentou uma delegio do brago curto do cromossomo 18 {46,XX.del(18)(qter—>pl1:)] e,
nas pacientes 11 e 15, detectou-se um mosaicismo (45,X/46,X,+mar), com o marcador
identificado pela técnica de FISH como um provavel anel derivado do cromossomo X
[45,X746,X +7r.ish t(OO(DXZ1+)}. Analisaram-se 500 células de cada paciente, sendo de
38,2% e 61,8%, na paciente 11, e de 35% e 65%, na paciente 15, as proporgdes observadas
entre as linhagens 45,X e [46,X,+%r.ish r{X)(DXZ1+)], respectivamente.

5.3. ANALISE MOLECULAR

A andlise molecular do gene TUBA2 foi realizada em todos os pacientes da amostra,

a excecio de um (paciente 3) que nfo retornou para coleta de material.

Com relaciio aos controles normais, nenhum dos 17 pacientes estudados apresentou
qualquer diferenga quanto & mobilidade eletroforética (shiff) do padrfio de bandas que
pudesse ser identificada pela técnica de SSCP, nfio sendo entéio necessario aplicar a téonica

de seqiienciamento do gene TUBAZ.
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5.4. DIAGNOSTICOS DO GRUPO B

Os individuos do grupo B foram agueles para os quais se estabeleceu outra hipdtese
diagndstica, apds reavaliagdo clinica fundamentada pelos critérios diagnosticos da SK. e{ou)

pelo resultado dos exames complementares.

Pelo exame de caribtipo, 3 pacientes tinham cromossomopatia, uma delas,
monossomia 18p (paciente 12) e as outras 2 (pacientes 11 e 15), mosaicismo que inchiia

hinhagem monossdmica do cromossomo X, com diagndstico de ST.

Para os pacientes 14, 16 ¢ 18 considerou-se o diagndstico da SN. A paciente 16
apresentava virios sinais dessa condigfo, tais como nevus pigmentados, ptose palpebral
moderada, retrognatia e linfedema de membro inferior esquerdo. A investigagfo nfio
revelou anomalias viscerais ou esqueléticas e na andlise citogendtica, sendo analisadas 50
células, bem comeo no estudo molecular do gene TUBA2, nio se evidenciaram quaisquer
alteragBes. Os pacientes 14 e 18, além de retardamento mental e de alguns dismorfismos
faciais, apresentavam baixa estatura e cardiopatia congénita comprometendo coragdio
direito, alferagSes cormumente encontradas na SN. Além disso, o paciente 14 apresentou
deficiéncia do fator X1I de coagulag8o, também descrita na SN (SHARLAND ef al,, 1992),

Outros 2 pacientes (13 e 17}, cujos sinais clinicos, apesar de sugestivos, nfio foram
interpretados como suficientes para definir o diagndstico de SK, e que nfio concluiram a
investigagdio complementar, também foram incluidos no grupo B. E importante mencionar
que esses 2 individuos submeteram-se a exame de cariétipo complementado pela pesquisa
de sitios frageis, em especial o Xq27 [fra(X)], por estarem sendo acompanhados devido a
retardamento mental de etiologia nfio esclarecida, sendo gue um deles apresentava ecolalia,
distirbio de comportamento, um irmfio supostamente afetado, além do comprometimento

intelectual da genitora. O resultado, nos 2 casos, foi negativo.
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6. DISCUSSAO




Entre os 18 pacientes que puderam ser avaliados conforme o protocelo de

imvestigacio proposto (Anexo 1), 10 tiveram diagndstico final de SK {grupo A).

Compararam-se 0s resuliados desse grupo com dados da Iiteratura obtidos em revisio
gue incluiu a quase totalidade dos casos publicades até agosto de 1998 (WILSON, 1998),
complementados pelos apresentados em outro artigo publicado em julbo de 1999
(KAWAME ef al, 1999), bem como com os dados relativos as amostras especificamente
estudadas por esses autores, pois o niimero de pacientes ¢ os critérios de seleglio utilizados
foram semelhantes aos empregados no atual estudo (WILSON, 1998; KAWAME et o,
1999, Todas essas informacdes encontram-se nas tabelas 6.1 e 6.2,

Os itens 6.1.1 a 6.1.16 incluem, além de outros aspectos, a discusséo correspondente

4 essa analise comparativa.
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Tabela 6.1 — Comparacio entre as caracteristicas clinicas dos pacientes avaliados no
presente estudo, com as daqueles analisados por WILSON (1998){n=13] ¢ KAWAME ef

al. (1999)[n=18], bem como com as do total de ndividuos incluidos nesses dois artigos

in=201].

PACIENTES Presente estudo Dados combinados*  Tofal de pacientes
pu.bﬁcados?
Sexe feminino IFTM 15F:16M 104F:97M

Intercoreénoins gestucionais 6/9 MND ND
Intercorréncias neonatais 7/9 11713 62/1553
Sueglo debil 9/10 12/18 ND
Hipotonia 10/10 25/31 61/150
Convulsies 3/10 7431 16/108
Retardamento mental 10/10 31/3 189/159
Incoordenagdo motora Fii ND ND
Dificuldade de fala T ND ND
Baixa estatura 5410 19/31 1471201
Infecgdes recorrentes 6/10 21318 95/155
Facies caracteristica 110 31431 201/201
Eversio da paipebra inferior i0/10 28/33 1777193
Fenda palpebral alongada 10/10 30/31 1977199
Sobrancelhas arqueadas 9/10 3731 153/182
Ponta nasal deprimida 9/30 30/31 141/176
Lablo inferior evertido 0 ND ND
Palato alto/fendido™ 10/10 18/31 102/144
Anomalias dentais 5/8 9/13 94/156
Braquidactilia 610 5/13 107143
Clinodactilia de 5% dedo 710 5/13 107/143"
Avséneia de trirradio ¢ efou d 8/10 MND ND
Excesso de pregas prlmares 6/10 ND ND
Finger pads 10/10 26731 158/194

* .~ Dados combinados das amostras avaliadas por WILSON, 1998 ¢ KAWAME ¢7 al., 1999,

t - Total de pacientes revisados por WILSON, 1998 (n=183), além dos 18 apresentados por
KAWAME ef al., 1999,

N — ndo determinado
% - dados nos quais o y” foi significativo
§ - somente otites médias recorrentes
*# - palato alto + palato fendido
pa

T - braguidactilia + clinodactilia

62 - Discussdo



Tabela 6.2 — Comparagiio entre os resultados dos exames complementares dos pacientes
avaliados no presente estudo, com os daqueles analisados por WILSON (1998){n=13] ¢
KAWAME ef al. (1999)[n=18], bem como com os do total de individuos incluidos nesses
dois artigos [n=201].

PACIENTES Presente estudo Dados combinados  Total de pacientes
pnblieadosT
Alteragdo de fundo de olho 1/9 2/18 ND
Anomalia de sisterna nervose 3/9 /18 ND
Escoliose 4/10 1/31 43/186
Hemivértebras 410 G/18 ND
Cardiopatia 3/10 13/3% 62/184
Anomalia renal 2/10 14/31 45/189
Imunodeficiéncia 0/8 ND ND
Hipoacusia 16 718 ND
Anomalia cromossdmica 0/10 0/31 ND

* _Dados combinades das amostras avaliadas por WILSON, 1998 e KAWAME et af., 1999,

4. Total de pacientes revisados por WILSON, 1998 (n=183), além dos 18 apresentados por
KAWAME ef ol 1999

WD ~ nfio determinado

¥ . anomalias genito-urinarfas

6.1.QUANTO A CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

6.1.1. Idade

Trata-se de uma amosira correspondente & faixa etéria inferior a 12 anos, similar ao
observado em estudos anteriores que relacionam predominio de individuos com idades

semelhantes (NIIKAWA e al., 1981; KUROKI et al., 1981; NOHKAWA ef al., 1988; entre

outros}.
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6.1.2. Razio de sexeo

Houve um predominio do sexo masculino que, além de nfo significativo, foi
observado em amostra com um ndmero pegueno de individuos. Em todo caso, trata-se de
resultado que nfio se contrapde ao verificado nas diversas amostras de pacientes com
hipétese diagnostica de SK, nas quais ndio foi constatado desvio significativo da razio de
sexo havendo, inclusive, um predominio do sexco feminino, também ndio significativo,

quando se considera a totalidade dos casos publicados.

6.1.3. Idade dos genitores

A idade dos genitores nfio diferiu significativamente da populacio geral, resultado
também observado em diversos outros estudos relativos a SK (NHKAWA er al., 1981;
KUROKI er o/, 1981 NIIKAWA ef ¢, 1988; entre outros).

6.1.4. Dados familiais

Para nenhum dos 10 individuos analisados houve informacdo de recorréncia familial
ou consangiinidade entre os genitores. Tal observagio estd de acordo com a literatura,

tendo em vista que a maioria dos casos de SK é relatada como esporadica.

De todo modo, ¢ importante mencionar que o padric de heranca sugerido em algumas
genealogias nas quais houve recorréncia da SK € o autossdmico dominante com
expressividade varidvel (HALAL er al., 1989; SAY et ol 1993; SILENGO e al., 1996;
KOBAYASHI, 1996; McKUSICK, 1996; TSUKAHARA, 1997). No presente estudo, o
relato da ocorréncia exclusiva de casos esporddicos, acometendo ambos 05 sexos em
proporgédo semelhante, encontrando-se 4 maioria dos individuos fora da idade reprodutiva e,
portanto, sem informacdes relativas a uma eventual descendéncia, nfio fala contra o padréo

de transmissfio em questdo.
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6.1.5. Ktnias

A caracterizacfio da amostra foi dificnitada com relagio 4 especificagfio das etnias,
que 10i considerada como predominantemente éaucaséide, existindo miscigenaclo entre
europeus latinos ¢ nio-latinos, negros, asidticos ¢ amerindios, niio sendo constatada
diferenca quando comparada aos dados da literatura (WILSON, 1998; KAWAME ef al,
1999; MHANNI, CROSS, CHUDLEY, 1999).

E importante notar que, a despeitc da subjetividade que envolve esse tipo de
avaliagdio, ao analisar a foefes dos individuos nfio-orienfais da amostra atual, cujas
caracteristicas de fendas palpebrais e sobrancelbas sfo, de um modo geral, até mais
evidentes do que as do fmico oriental (paciente 3), nfio dispomos de elementos que nos
permitam concordar com WILSON (1998}, que sugeriu ser o aspecto fisiondmico dos
individuos orientais mais préximo ao da méscém do teatro Kabuki do que o dos nfio-

orientais.

6.1.6. Antecedentes gestacionais, peri e neonatais

As intercorréneias gestacionais nfio foram especificadas nos estudos anteriores de
modo a permitir a comparacfic com a amostra atual. No entanto, analisando alguns outros
relatos, foi possivel verificar que as intercorréncias mencionadas sfo similares (NTIKAWA,
et al., 1988; SCHRANDER-STUMPEL ¢f al., 1994; BURKE & JONES, 1995; KAWAME,
1999).

Os pacientes 9 ¢ 10 foram prematu;ros. e tiveram varias intercorréncias neo e
perinatais, com permanéncia prolongada em unidade de terapia intensiva neonatal, relato de
paradas cardio-respiratorias ¢ intubacdes, além da necessidade de oxigenioterapia ¢
antibioticoterapia. Essas complicagBes podem ter contribuido para o retardamento mental

grave que ambos apresentam.

Com relagio ao paciente 9, que também teve o diagnéstico de atresia parcial de vias
biliares, hd a descrigio de wm recém-nato com colangite esclerosante, tendo os autores

sugerido uma avaliagio mais acurada para 8K em casos com colestase neonatal (EWART-
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TOLAND et o, 1998). Foi descrita ainda uma outra crianga com aspecto facial sugestivo
da SK que apresentou colestase intra-hepética por obstrugiio de ductos biliares principais,
mas cujo diagndstico final foi de sindrome de Hardikar (COOLS & JAEKEN, 1997).

6.1.7. Desenvolvimento neuropsicomotor

Ohserva-se retardamento mental em cerca de 94% dos casos de SK, sendo descrito
como de leve a moderado (WILSON, 1998). A presente amostra nfo diferiu
significativamente do esperado, com base nos dados da literatura, exceto pelos dois casos
de retardamento grave, possivelmente exacerbado pelas intercorréncias peri ¢ neonatais,

conforme mencionado no topico anterior.

Com relagio as convulsdes, 3 pacientes desenvolveram crises convulsivas durante a
primeira infincia, sendo que 1 deles sofren intercorréneias peri e neonatais graves. Além
disso, 2 outros tiveram exame ecletrencefalografico alterado, mesmo sem manifestacgo

clinica. Tal resultado também se assemelha ao verificado em estudos anteriores,

Quanto & hipotonia, nfio houve diferenga significativa entre a amostra atual e os
pacientes previamente publicados por WILSON (1998) e KAWAME et al. (1999}, Ja com
relago ao nimero total de pacientes com SK identificados, o oposto acontece. Isso poderia
ser atribuido ao fato de que, no presente trabalho, assim como nos 2 estudos mencionados,
os pacientes foram avaliados pelo mesmo examinador, ou grupe de examinadores, sempre
com atenclio especial & ocorréneia dessa manifestacfo, enquanto na maioria dos estudos

anteriores, os individuos que compuseram as amostras sfo oriundos de centros diferentes.

6.1.8. Antropometria

Entre os resultados relativos 4 antropometria, merecem mencdo os que permitem
concluir quanto & proporgio de baixa estatura e de microcefalia verificado nas amostras
anteriores, correspondendo a 75% e 23%, respectivamente, ¢ que ndio diferiram do
observado na amostra atual (WILSON, 1998).
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Além desses, deve-se destacar a medida da fenda palpebral, pois o alongamento da
mesma ¢ vm sinal cardinal da SK. No presente grupo, essa medida esteve acima do

percentil 97 em todos 05 pacientes.

6.1.9. Alteracies de sistema nervoso central

As alteracdes constatadas nfio sfo sugestivas de uma anomalia estrutural especifica do

sistemna nerveso central na SK, & semelhanga de relatos anteriores.

6.1.10, Anomalias esqueléticas

Com relagiio as anomalias esqueléticas, os resultados estio de acordo com o

conmente encontrado na SK.

6.1.11. Dermatoglifos

Quanto aos trirradios palmares de regies ¢ ¢ d, ausentes em 7 dos 10 pacientes, essa
fregiiéneia nfio consta dos estudos realizados para andlise comparativa, mas tem sido
mencionada em outros trabalhos como um sinal cardinal para a SK (NHKAWA ef ol
1981; KUROKI ef al., 1981; NIIKAWA, 'KUROKI, KA, 1982; NIIKAWA et al., 1988),

ocorrendo em proporedo similar 2 atual.

Os coxins adiposos em face palmar de falange distal, ou finger pads, foram
pesquisados especificamente, visto que também séio um sinal cardinal na SK, apresentando-
se como maiores ¢ mais pronunciados nessa cc}nd.it;ﬁo do que os observados em ouiras
entidades (NITKAWA. et al., 1982; 1988). Entretanto, vale ressaltar que podem ser vistos
também como uma variagiio eventual da normélidade, ocorrendo em 3% da populagio
{JONES, 1997). Trata-se de uma alteragio miror associada a ocorréncia de edema hinfatico
durante os perfodos embrionario e(ou) fetal, & que pode auxiliar no diagnostico de varias

condicBes (WITT et al., 1987}
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No presente estudo, todos os pacientes do grupo A tinham finger pads, em sua
maioria, proeminentes. Contudo, nfio estd afastada a possibilidade de um desvio de
averiguacgio, j4 que tal sinal merecen atengio especial, sendo considerado positivo sempre

que constatado, a despeito de, em alguns casos, ser menos evidente.

6.1.12. Avaliagiio cardiologica

Também quanto s anomalias cardiacas, ndo houve discordéncia com relagfo aos
dados da literatura, visto que foi identificada coarta¢sio de aorta em 1 caso, além de redugéio
de fluxo em arco adrtico em outro, o que poderia corresponder a uma expressfio branda
dessa cardiopatia. E importante salientar que esta pode ser uma manifestagdo da seqiiéneia

da obstrucfio linfatica jugular.

6.1.13. Avaliacdo oftalmoldigica

Niao foi constatada qualquer alteracfio especifica que pudesse ser relacionada 4 SK, a

semelhanca do verificado na literatura.

6.1.14. Alteracbes otorrinolaringolégicas

Todos 0s pacientes apresentaram palato alto e estreito, mas somente 2 tinham fenda
palatina. Em estudos anteriores, esses 2 dados s#io mencionados de forma conjunta, nfio
permitindo uma comparacio especifica. De todo modo, é irnportante ressaltar que BURKE
& JONES (19935) sugeriram que a SK devesse ser pesquisada em qualquer paciente com
fenda palatina, j& que constataram essa alteracio numa freqiiéneia consideravel (7/8).
Entretanto, a amostra estudada por esses autores foi obtida em um servico de

Otorrinolaringologia, o que sugere a possibilidade de um desvio de averiguag8o.

Quanto 3s anomalias dentérias, confirmando outros dados de literatura (MHANNI ef
al., 1999), os pacientes com diagnéstico de SK que mostraram falhas, tiveram-nas nos

incisivos laterais superiores.
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Com relaciio as infeceBes recorrentes de ouvido médio, tonsilas palatinas ¢ seios para-
nasais, houve relato em 6 pacientes do grupo, o que estd em concordancia com dados da
literatura que mostram um aumento na freqiiéncia dessas infecgdes em individuos com SK

(WILSON, 1998; KAWAME et al., 1999).

6.1.15. Alteragdes imuno-hematologicas

A maioria dos trabathos consultados mencionam somente a fregliéncia das otites
médias agudas, o que dificulta uma andlise objetiva da recorrénoia das infecgBes em geral.
Em todo caso, os dados verificados nfio deixam de estar de acordo com a literatura

{WILSON, 1998), que ressalta a imunodeficiéncia e a recorréneia de infecgBes na SK.

6.1.16. Outros achados

Algumas alteracBes constatadas nos pacientes da amostra, como refluxo gastro-
esofagico, hérnia inguinal, criptorquidia, hidrocele, rim em ferradura, imperfuracio anal,
bago acessorio ¢ atresia parcial de vias biliares, estdio de acordo descrigBes anteriores, 0 que

reforca sua condigio de anomalias ocasionalmente presentes na SK.

6.2. ANALISE CROMOSSOMICA

Como o resultado do caridtipo foi utilizado entre os critérios de classificagdio dos
individuos em 2 grupos, nenhum paciente do grupo A apresentou amomalia cromossbmica,
em consondncia com o descrito nas Giltimas publicagdes (WILSON, 1998; KAWAME ef
al., 1999; MHANNI e al., 1999). Entretanto, existem relatos esporddicos de anomalias
estruturais, tanto de autossomos, quanto de cromossomos sexuais, entre individuos de
amostras definidas como de pacientes portadores da SK. Tal aspecto merece maior atengo
e revisio, nfo apenas no sentido de melhor caracterizar a SK, ou uma eventual etiologia da
mesms, mas principalmente pela similaridade fenotipica com outras entidades, que serdo

ainda abordadas no item relativo aos diagnosticos diferenciais da SK.
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6.3. ANALISE MOLECULAR

A pesquisa de mutagles do gene TUBA2 foi negativa para todos os pacientes, ndo
confirmando a hipétese sugerida por DODE et al. (1998) de que esse gene poderia estar

relacionado 3 etiologia da SK.

6.4. DIAGNOSTICOS DIFERENCIAIS DA SK

Alguns diagnésticos diferenciais da SK podem ser discutidos 3 luz dos resultados
observados entre os pacientes do grupo B, que serfio detalbados a seguir, em itens

especificos.

6.4.1. Aberragdes cromossdmicas

Dentre os 8 pacientes analisados, 3 apresentaram aberra¢des cromossOmicas. A
comparacio enire as principais caracteristicas clinicas dessas cromossomopatias com a SK

sera apresentada a seguir,

6.4.1.1. Monossomia 18p

Com relagfo a paciente 12, & importante ressaltar o fato da SK ter sido a hipdtese
diagnostica inicial. Realmente, ela apresenta varios sinais dessa condicdo, conforme pode
ser verificado na Tabela 6.3, utilizando dados de JONES (1997} e do programa POSSUM
(BANKIER, CHEMKE, ROSE, 1999). Entretanto, considerando o resultado da analise
citogenética associada ao quadro clinico da paciente, o diagnostico final foi estabelecido
como de monossomia 18p. Analisando os sinais descritos nessa entidade, relacionados na
tabela 6.3, observa-se que existem vérios agpectos em comum com a SK, especialmente os

faciais.
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Tabela 6.3 — Comparagio dos sinais clinicos apresentados pela paciente 12, entre a SK e a

monossomia 18p.

Sinais clinicos Paciente 12 Sindrome Kabuki  Monossomia 18p

Aberracio cromossdmica + - -
Baixa estatura + + 4
Suceio débil + + +
Microcefalia + + +
Retardamento mental leve + + +
Hipotonia + + +
Infeceles recorrentes + + -
Alteragles pigmentares - - +
Sobranceihas arqueadas e rarefeitas + +

Fenda palpebral alongada b + +
Eversio da palpebra inferior + + +i-
Piose palpebral + 47w 3
(rellias grandes e proeminentes + } +
Penta nasal deprimida + + .
Labio mferior evertido - + .
Palato alto/fendido + + +
Anomalias dentais (mé oclusdo) + + +
Escolisse - + +
Clinodactiltia de 5°dedo - + +
Anomualia de sistema nervoso central NR + +
Convalstes - + +
Cardiopatias NR + +
AlteracBes endderinas - ' + +

* . Sinais listados conforme POSSUM (BANKIER et al., 1999)
NR — exame niio realizado

E importante assinalar que a monossomia 18p no foi descrita em nenhum dos
estudos anteriores sobre a SK. Contudo, considerando a heterogencidade das anomalias
autossémicas ja relatadas messa entidade, o que parcce mais plausivel supor ¢ que o
fendtipo descrito na SK poderia, eventualmente, ocorrer em outras condigOes, inclaindo
algumas cromossomopatias ¢, sendo assim, surgem dividas quanto a ser oportuna, ou nlo,

a manutencio do diagndstico de SK nesses casos.
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6.4.1.2. Mosaicismo com monossomia ¢ anel de X

Esses dois caridtipos merecem destaque especial, pois a descrigdo de anomalias
estruturais envolvendo os cromossomos sexuais em pacientes com diagndstico de SK ja foi
registrada nos trabathos de NIIKAWA et af. (1988), DENNIS et ¢f. (1993), ABD et al.
(1996} e McGINNIS et al. (1997).

Particularmente no caso dos anéis de dimensdes reduzidas, derivados do cromossemo
X, supde-se a ocorréneia de uma super-expressiio de seqiiéncias génicas derivadas do
cromossomo X, em conseqiiéncia da perda do centro de inativagdo em Xqi3.Z2,
determinando uma dissomia funcional da regifio pericéntrica do X. Tal alteracio, por sua
vez, estaria relacionada a uma possivel exacerbagfio do fenodtipo descritc na ST, que
passaria a ter semelhancas com o da SK, em especial quanto ao comprometimento
cognitivo, embora nfio seja sempre que pacientes com anel de X e retardamento mental
manifestem o fendtipo da SK (McGINNIS ef al , 1997).

No presente estudo, a despeito do quadro clinico justificar a hipdtese de SK, o
diagnoéstico final foi de ST para as 2 pacientes, levando em conta o resultado da analise
cromossOmica, além dos aspectos clinicos. Sobre isso, ressalta-se que, em pelo menos 3
oportunidades, a ST fol descrita em associag@o ou concomitante & SK (WELLESLEY &
SLANLEY, 1994; ABD ef al, 1996; McGINNIS et o, 1997). Contrariamente a esses
artigos, DENNIS et f. (1993) afirmam que o quadro clinico de pacientes que possuem um

anel de X poderia lembrar o da SK, mas seria diferente dessa condigBo como um todo.

Analisando em detalhes o fendtipo da 8T, comparando as pacientes da presente
amostra ¢ aos dados do programa POSSUM (BANKIER e7 af., 1999) referentes 4 SK ¢ ao
anel de X [46, X r(X}}, podemos observar que varios sinais sfo compartithados por essas
condicbes (Tabela 6.4). E, 4 semelhanca do que foi comentado no topico anterior, surge a

duvida quanto a ser adequada a manutencfio da hipdtese diagnostica de SK nessa situagéio.
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Tabela 6.4 — Comparacio entre os sinais clinicos das pacientes 11 ¢ 15, 0s da SK e os da
ST

Sinais clinicos Paciente  Paciente  Amelde Sindrome  Sidrome de
15 X Kabuki’ Turner’
Anomalia cromossdmica + + o+ - T
Baixa estatura + + + + +
Linfedema + + + - +
Microcefalia . - + + .
Retardamento mental + + + + -
Hipotonia + + + + .
Succio débil + - + + +fe
Infecc8es recorrentes + - . + -
Sobrancelhas argueadas - + + + -
Fenda palpebral alongada + + + + 4
Eversio da pdlpebra inferior + + - + -
Ptose palpebral - - - +/- +
Orethas grandes ¢ proeminentes - . + + -
Ponta nasal deprimida + + + . -
Labio inferior evertido - + - + -
Palato alto/fendido + + + + +
Anomalias dentais + + - + +/-
Anomalias vertebrais - - + .
Osteopenia de coluna vertebral - + + - +
Clinodactilia de 5° dedo + + + + +
Anomasiia de sistema nervoso central - - + + +/-
Convulstes - - + + +/m
Cardiopatias o+ - + + +
Alteragfes enddcrinas + + + + +

* _ Sinais igtados conforme POSSUM (BANKIER ef al,, 1999}
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6.4.2. Sindrome de Noonan

Para trés pacientes considerou-se o diagnéstico de SN que, além dos dismorfismos

faciais, ainda compartilha vérias caracteristicas com a SK, conforme pode ser constatadoe na

tabela 6.5, onde foram comparados os sinais clinicos desses pacientes com aqueles

descritos nas sindromes de Noonan e Kabuki,

Tabela 6.5 — Comparacdo entre os sinais clinicos dos pacientes 14, 16 e 18, 0s da SK ¢ os

da SN
Sinais clinicos Paciente 14  Paciente 16  Paciente 18 Sindrome Sidrome de
Kabuki Noonan
"""" Autossémica dominante 7 +
Baixa estatura - - + +
Succdo débil 4 - + e
Linfedema - 4 . - +
Microcefalia - . - b -
Retardamento mental + + + + ope
Hipotonia + - + + /e
Infeccles recorrentes - “ + + -
Sobrancelhas arqueadas + + + + .
Fenda paipebrat alongada + + + +
Eversiio du pdlpebra inferior + + + + e
Ptose palpebral + + + /- +
QOrelhas grandes ¢ proeminentes + + + + -
Ponta nasal deprimida + + + + -
Labio inferior evertido - + o+ + -
Palato alto/fendido + + +- + +
Anomalias dentais + - o+ + +
Anomalias vertebrais - - - + +
Clinodactili de 5° dedo + + + + +
Anomalia de SNC - NR - + +f-
Convulsbes - - - + -
Cardiopatias + NR + +
AlteracBes hematoldgicas + - - +

* - Sinais histados conforme POSSUM (BANKIER of of., 1999)

NR — exame nfo realizado
SNC — sistema nervoso central
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A propbsito dos diagnésticos de SN e ST, os mesmos nfo chegaram a causar
swpresa, dada a similaridade fenotipica entre essas 2 condigles e a ja mencionada
associacho entre a ST e a SK (WELLESLEY & SLANLEY, 1994; DENNIS er al., 1993;
ABD ef al., 1996; McGINNIS er ofl., 1997). Uma hipdtese que poderia justificar os sinais
compartithados pelas trés entidades seria a da ocomrénela de anomalias linfiticas e
linfedemna durante a embricgénese e{ou) o desenvolvimento feial, eventos que afetariam o

desenvolvimento e a migracfio de diversos tecidos nesse periodo.

Referindo-se em particular as sindromes de' Turner ¢ Noonan, alguns autores sugerem
gue a ocorréncia de obstruglo linfitica jugular poderia ter papel fundamental na
determinagio de alguns dismorfismos secunddrios faciais, tais como hipertelorismo,
inclinagfio posterior de orelhas, pescoco alado; implantacfo baixa de cabelos na nuca,
presenga de padrdes em verticilo dag polpas digitais e, inclusive, a manutenco dos coxins
adiposos das mesmas (finger pads), além de anomalias major como cardiopatias, em
particular a coartagio de aorta (MENDEZ & OPITZ, 1985; WITT er ai., 1987, GUERRA,
1998).

Ainda quanto aos diagnosticos diferenciais da SK, merece men¢fio o fato de um dos
pacientes do grupo A (paciente 4) ter recebido o diagndstico inicial de sindrome de
Aarskog (OMIM100050), que acabou sendo afastado durante a investigacio. A sindrome
de Aarskog ¢ determinada por um gene do cromossomo X, supostamente localizado em
Xpll e transmitido de forma dominante, caracterizando-se por hipertelorismo, braqui ¢
sindactilia, anomalias de genitais com destaque para a inversfio peno-escrotal (escroto "em
cachecol™), sendo que alguns pacientes podem ter baixa estatura pds-natal, retardamento
mental leve, anomalias renais e cardiacas, entre outras. J& se observou que, em algumas
ocasides, a sindrome de Aarskog chegou a ser confundida com a de Noonan (JONES,
1997), pois compartilham vérias caracteristicas, as quais, em parte, podem ser conseqilentes
3 ocorréncia de cventos semelhantes durante a embriogénese, relacionadas & obstrugho
linfitica jugular, j4 mencionada (MENDEZ & OPITZ, 1985; WITT et al., 1987; GUERRA,
1998).
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6.4.3 Casos de etiologia niio esclarecida

Ainda no grupo B, 2 pacientes permaneceram sem diagndstico especifico. Um deles,
o paciente 13, apresentava baixa estatura e algumas caracteristicas faciais de SK, além de
déficit intelectual, mas niio chegou a concluir sua avaliagho complementar, sendo os dados
disponiveis insuficientes para uma definigio diagnostica. Além disso, havia a informagéo
de recorréncia familial do retardo mental, sendo a distribuigfo sugestiva de heranga ligada

ao X, o que falaria mais a favor de outra condiciio que nfio a SK.

Com relaglic ao paciente 17, embora tenha sido encaminhado com suspeita
diagnéstica de SK, durante a aplicagfio do protocolo essa hipétese diagnostica foi afastada.
A estatura encontrava-se dentro do canal de crescimento da familia, nfo apresentava outras
anomalias esqueléticas, como braqui ¢ clinodactilia, além dos demais sinais cardinais da
SK, sendo o aspecto facial muito semelhante ao da mie e da av0 materna, cuja ascendéncia
¢ amerindia, o que poderia justificar o alongamento da fenda palpebral. Além disso, houve

relato de intercorréncias gestacionais que favoreceriam a hipdtese de etiologia nfio genética.
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7. CONCLUSOES




Apbs a aplicagio de um protocolo especifico, desenvolvido a partir das principais
manifestacdes da SK, 10 individuos tiveram o diagnéstico final dessa condiglo, entre os 18
selecionados para andlise, enquanto 8 receberam ouiros diagnosticos. Analisando dados

telativos aos 2 grupos, pode-se coneluir que:

» A excecdio da anlise do gene TUBA2, o protocolo de investigagio utilizado
mostrou-se adequado enquanto instrumento de caracterizagio da amostra,
sendo sugerida sua aplicagdo sistematica, se possivel complementada pela

analise do PPMF, em individuos com hipdtese diagndstica de SK;

= () gene TUBAZ nfio apresentou qualquer alterax;ﬁo ¢, portanto, nfio deve ser
relacionado 4 etiologia da SK;

« Nio foi possivel definir com clareza a composicio étnica da amostra
estudada, mas sua heterogeneidade ficou bem estabelecida, apésar de

predominantemente caucasoide;

»  Mesmo sendo a amostra composta predominantemente por individuos ndo-
orientais, o aspecto facial da méscara do teatro Kabuki pareceu bem
evidente, contrariando o sugerido por WILSON (1998), de que isso ocorreria
mais entre os individuos de ascendéncia japonesa, enquanto os néo-
japoneses teriam apenas um fendtipo mais orientalizado. Sobre esse aspecto,
seria interessante verificar até que ponto a associagio com o teatro Kabuki,
manifestacio cultural tipica do Japdo, nﬁo seria feita com mais facilidade

entre os examinadores japoneses;

» O niunero de 10 pacientes orfundos de uma populago miscigenada, porém
predominantemente caucasoide, avaliados durante um perfodo de 18 meses,
corrobora o verificado por outros autores quanto ac fato da SK ndo ser tdo

rara fora do Japio, como foi inicialmente sugerido por NIIKAWA et gl
(1988);
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Quanto as caracteristicas clinicas da SK, a presente amostra se mostrou
similar a vérias outras descritas na literatura, em praticamente todos os

aspectos;

Entre os sinais que se mostraram divergentes estdio a hipotonia ¢ a fenda
palatina, o que poderia ser decorrente dos critérios de selegdo; de todo modo,
seria importante que a avaliagiio criteriosa de tais caracteristicas fosse

incluida em estudos futuros;

Quanto 2 eticlogia, a auséneia de consangiiinidade entre os genitores, bem
como de recorréncia familial, além da incidéncia similar em ambos 0s sex0s,
nfio contraria a hipGtese mais commumente sugerida para a SK, que seria a de

mutaciio nova em um gene de transmissfio antossdmica dominante;

(O fato de 8 pacientes terem recebido outros diagrndsticos justifica uma
avaliaglo sistemdtica dos individuos com sinais sugestivos da SK,
principalmente quando os mesmos sdo predominantemente faciais, ja que
gssas caracteristicas podem estar presenies em outras condicles, o que
poderia definir um fendtipo Kabuki, conferido pela associagfio de fenda
palpebral alongada, eversfio do tergo distal da palpebra inferior ¢

sobrancelhas arqueadas;

Pela andlise realizada quanto aos diagndsticos diferenciais ora considerados,
assim como aqueles descritos na lteratura, as associacbes mais consistentes

parecem ocorrer com as sindromes de Turnier ¢ de Noonan;

A sobreposicdo de sinais observada entre as sindrome de Kabuki, Turner e
Noonan, sugere a ocorréneia de mecanismos semelhantes durante a
embriogénese, em parte relacionados ao desenvolvimento do sistema
Iinfitico, que poderiam contribuir para o surgimento de alguns desvios da
morfogénese, particularmente envolvendo estruturas craniofaciais e

cardfacas;
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Considerando as aberragBes cromossdmicas detectadas na literatura ¢
aquelas verificadas no presente estudo, o aspecto mais significativo diz
respeito a ocorréneia de anéis do cromossomo X, cuja presenga em pacientes
com diagnéstico de sindrome de Turner determinaria uma exacerbagfio do

quadro clinico, 0 que poderia justificar uma aparente concomitdncia da SK;

Levando em conta o exposio no iters anterior, seria oportuna a revisio do
quadro clnico de pacientes com anéis de dimensOes reduzidas derivados do
cromossomo X, com a determinagfo da freqliéneia da associagfio com o

fendtipo da SK;

A monossomia 18p nfio esti enfre as cromossomopatias autossémicas
anteriormente descritas em pacientes com sinais da SK, mas sua detecgfo na
atual amostra merece mengio, pela possibilidade de inclui-la entre as que

poderiam cursar com fendtipo semelhante ao da SK;

Em pacientes com aberragfes cromossomicas de um modo geral, on mesmo
entre agueles com caridtipo normal, cujo conjunto de sinais acaba sendo
sugestivo de outra condigSio, poder-se-ia considerar a ocorréncia de
manifestacdes faciais que corresponderiam ao ji mencionado fendtipo
Kabuki, ficando a designagfio de SK reservada para os casos nos quais
outras caracteristicas dessa entidade estivessem presentes, incluindo aquelas

verificadas pela investigagio complementar;

Estudos mais detalhados envolvendo amostras maiores € oriundas de
diferentes centros brasileiros, ou mesmo da América Latina, utilizando
metodologia semelhante, seriam oportunos no sentido de methor caracterizar

a SK em nossas populagdes.
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8. SUMMARY



The Kabuki (Nilkawa-Kuroki) syndrome (KS), first and independently described in
Japan in 1981 by Nitkawa er al, and Kuroki ef 4/., is a multiple congenital anomaly/mental
retardation syndrome. This syndrome is characterized by a peculiar facies which resembles the
Kabuki theatre make-up, with long palpebral fissures and eversion of lower lids, arched
evebrows, depressed nasal tip and prominent ears, mild to moderate mental retardation,
postnatal growth retardation, skeletal abnormalities and dermatoglyphic anomalies. The
incidence in Japan was estimated around 1:32,000 newborns; the frequency of non-Japanese
patients is not available, although the number of cases has been increasing each year. The
eticlogy remains undetermined and most cases have been sporadic. In Brazil, there have been a
few reports of this condition, all of them corresponding to isolated descriptions. In order to
hetter characterize KS among the children referred to the Depariment of Genetics, we apphied
strict clinical and laboratory criteria. Between June, 1998 and December, 1999, 18 patients
were found to have KS, The molecular analysis of TUBA2 gene was included because some
investigators have suggested that it could be related to this syndrome. Of 17 patients examined
all of them did not have mutations of the TUBAZ2 gene, which had not confirmed the previous
suggestion, Three females and seven males, mostly Caucasians, fulfilled the clinical criteria for
K8. The remaining four females and four males were considered to have Noonan syndrome (3),
Turner syndrome (2), monosomy 18p (1). Two patients did not complete their clinical
evaluation. Among the K8 patients, 100% presented the peculiar facial aspect, besides mental
retardation in different degrees, 80% had dermatoglyphic abnormalities, 60% had vertebral
anomalies and 50% presented with short stature. There was no sex predilection, family bistory
of other cases, parental consanguinity or familial recurrences suggesting that these cases occur
sporadically. Taken together these data support the hypothesis that the etiology of KS results
from a de novo mutation in a dominant gene, The clinical and laboratory assessment developed
in our study is useful by characterizing patients with KS and should be applied to patients with
clinical features suggestive of KS. The high degree of overlapping clinical features between KS
and Noonan and Turner syndrome, especially in patients with chromosome X rings, reinforces
the necessity of a thorough evaluation when one of these conditions are contemplated as a
possible diagnosis. Until a specific genetic marker is available, multicenter studies might

contribute to a better characterization of KS.
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10. ANEXOS




ANEXO 1

10.1. CONSENTIMENTO POS-INFORMACAOQ

PROJETO: ESTUDO GENETICO-CLINICO DE INDIVIDUOS COM CARACTERISTICAS DA
SiNDROME KABUKI

PESQUISADORES RESPONSAVEIS:

Dra. Gisele Santos de Oliveira - Depto. de Genética Médica/FCM-UNICAMP
Profa.Dra. Antonia Paula Marques de Faria - Depto. de Genética Médica/FCM-UNICAMP
Profa.Dra. Edi Licia Sartorato - CBMEG/UNICAMP

ENDERECO: DEPARTAMENTO DE GENETICA MEDICA, FCM-UNICAMP
Camxa Postar: 6111; CIDADE UNIVERSITARIA, CAMPINAS — SP
CEP: 13081970
FonE: (019) 788-8901 FAX: (019) 788-8509
E-MALL: dgmfcm@obelix. unicamp.br

ke e e e ke sy e e v e el i s o o e e el e e e e

IDENTIFICACAO DO PACIENTE:

Reqgrro: HO/UNICAME: _ QUTRO:
Nome Do Pat:

NoME Da Max:

ENDEREGOH

BAIRRC: CiDADE: UfF:

Cep TELEEONE;

IDENTIFICACAO DO RESPONSAVEL {em caso de autorizaggo):

NOME: GRAL DE PARENTESCO;
ENGERECC:

BAIRRO: Cinaps: UF:
Crre TELEFONE:
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OBIETIVO DA PESQUISA:

Fu , R.G: )

entendo gque o paciente ( ), que s¢

encontra sob minha responsabilidade, foi convidado(a) a participar de um projeto de pesquisa,
aprovado pelo Comité de Etica da FCM-UNICAMP, envolvendo pacientes ¢ familias de individuos
com a hipdtese diagndstica inicial da sindrome Kabuki. As fotografias, as amostras de DNA de
linhagens celulares ¢ as informagBes médicas que forem obtidas, tanto do paciente quanto de sua
familia poderdio ser eventualmente compartilhadas por outros pesquisadores que trabatham com
essa condiglio, com finalidade exclusiva de pesquisa. O sigilo serd mantido em todos os estudos
colaborativos através da utilizacio de um niimero de codigo para identificacio dos individuos

participantes.
PROCEDIMENTO:

Acho que, se concordar que o paciente, sob minha responsabilidade, participe desse esindo,
08 pesquisadores envolvidos farfio perguntas a respeito dos seus antecedentes médicos e familiais. O
paciente serd submefido a um exame fisico para confirmar seu ¢stado e condiglo clinica. Além
disso, ele poderd ser submetido a exames laboratoriais ¢ sessdes de fotografia. Uma amostra de
sangue sera colhida (20 a 30ml, o equivalente a duas colheres de sopa), nio sendo necessiria a
hospitalizag@o, Caso o sangue ndo possa ser obtido, serd cothida uma quantidade de saliva em papel
filiro especifico para esse tipo de coleta. As pesquisas laboratoriais gtilizando amostras de sangue
¢/ou saliva poderdo ser feitas durante um periodo indeterminado apés a coleta. As células que, por
verdura, forem iscladas do sangue e/on saliva do paciente serdio preservadas para a utilizagho

durante todo o estudo e serfio destruidas depois que ele se completar.

Concluo que, devido & sindrome Kabuki apresentar algumas anomalias associadas, o
paciente, pelo qual sou responsdvel, poderd ser submetido a outras avaliagBes como inventdrio
dssen (raio-X complete de esqueleto); avaliagio cardioldgica, com raic-X de tdrax,
eletrocardiograma ¢ ecocardiografia; tomografia axial computadorizada de crinio; audiometria
(avaliacio da acuidade auditiva), dosagens de imunoglobulinas e, para as meninas, dosagens de
horménio hiteinizante (LH) e hormdnic estimulador folicnlar (FSH), tendo em vista a detecgio de

casos de puberdade ou desenvolvimento mamario precoce.
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RISCO E DESCONFORTO:

Para todos os exames serfio necessarios cerca de 20 a 30ml de sangue venoso (o equivalente
a duas colheres de sopa), que poderfio ser obtidos em uma Gtica ou mais coletas, considerando as
condigBes e faixa etdria do paciente. Os riscos associados a esse procedimento sdc minimos,
podendo ocorrer dor ¢ manchas roxas (equimoses) no focal da coleta do sangue. O desconforto serd
minimo, pois, em geral, essa coleta sers realizada pela veia do brage, por profissional treinado e

devidamente habilitado para realizd-la.

Quanto 4 coleta de saliva, sera realizada com auxilio de escova ou espatula, sem acarretar

riseo ou desconforto.

No que se refere aos exames imageologicos, as cargas de radiagio necessarias para
realizagio do inventdrio 6sseo, da tomografia computaderizada ¢ do ecocardiograma ndio slo

capazes de determinar qualquer interferéncia no desenvolvimento do paciente.

Devido 2 agitaglio psicomotora de algumas criangas, pode haver a necessidade de sedagio
durante a realizaclio dos exames de eletrocardiograma e tomografia axial computadorizada de

crinio. Esse procedimento serd realizado por profissional capaz ¢ treinado para o mesmo.

VANTAGENS:

Percebo que nfio obierei nenhuma vantager direta com a participagio do paciente, pelo
qual sou responsével, nesse estudo e que o seu diagndstico ¢ o seu acompanhamento,
provavelmente, niio serfio modificados. Os resu.ltado_s dos testes moleculares obtidos deverfio ser
transm_iﬁdes durante o acompanhamento do paciente no Ambulatério de Genética Geral do Hospital
das Clinicas - UNICAMP. E importante salientar que qualquer membro da familia do paciente que

desejar obter orientaglo genética, podera também ser atendido nesse ambulatorio.

SIGILO:

Deduzo que toda informagiio médica, as fotografias, assim como os resultados dos testes
gendticos deste projeto de pesquisa, farfio parte do prontudrio médico do paciente e serfio
submetidos aos regulamentos do HC-UNICAMP, referentes ao sigilo da informagio médica. Se os
resultados ou informacdes fornecidas forem utilizados para fins de publicagio cientifica, nenhum

nome sera wtilizado.
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FORNECIMENTO DE INFORMACAO ADICIONAL:

Compreendo que posso requisitar informacgdes adicionais relativas ao estudo a qualquer
momento e que a médica responsavel, Dra. Gisele Santos de Oliveira, tel. (019)788-8907, estard

disponivel para responder as minhas questdes ¢ preocupacdes,
RECUSA OU DESCONTINUACAQ DA PARTICIPACAO:

Aceito que a participacio nesse projeto de pesquisa, do paciente pelo qual sou responsivel,
¢ voluntaria ¢ que eu posso recusar ou retirar meu consentimento, a qualquer momento (ncluindo a
retirada da amostra de sangue e/ou saliva), sem comprometer os cuidados médicos que o paciente
recebs atualmente, o receberd no fituro, no HC-UNICAMP. Reconhego, também, que a Dra.
(risele Santos de Oliveira pode interromper a participacfio do paciente nesse estwddo a qualgquer

momento que julgar apropriado,

NOME DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL:

ASSINATURA DO PARTICIPANTE OU RESPONSAVEL:

NOME DA TESTEMUNHA:

ASSINATURA DA TESTEMUNHA!

LOCAL E DATA:

RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR:

Expliquei ac responsével por )

objetivo do estudo, os procedimentos requeridos € os possiveis riscos ¢ vantagens que poderdo advir
do estudo, usando o melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma copia desse

formuldrio de consentimento ao participante ou responsavel.

NOME DO PESQUISADOR:

ASSINATURA DO PESQUISADOR:

LOCAL EDATA:
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ANEXO 2

10.2. PROTOCOLO CLINICO PARA DIAGNOSTICO DA SINDROME

KABUKI
NOME DO PACIENTE:
REGISTRO: HC/UNICAMP: DGM: QUTRO:
ExamE Fisico:
Peso: Estatura: PC:
DIP; DICE: DICI:
Fenda Palpebral: Mio: Dedo Médio:
SINAL % (%) + -
Grupo racial
Baixa estatura pos-natal 62-80
Atraso DNPM 100
Hipotonia
Caracteristicas faciais
Facies incomum 106
Ovelhas dismdrficas 100
Sobrancethas arqueadas 79
Cilios duplos/longos/espessos
Pregas epicnticas
Escleras azuladas 25-36
Fissura palpebral alongada 100
Eversao de tergo distal palpebra inferior 83
Ponte nasal alarpada
Ponta nasal voltada para baixo 80
Fenda labial/palato fendido-arqueado 40-69
Anomalias dentarias 65-71
Alteracbes neuroldgicas 83
Microcefalia 31
Convulsiies 10
Dificuldade succlio/degluticio 68
Anomalias esqueléticas 81
Braguidactilia 90
Clinodactilia do 3° guirodactilo 73
Malformagio vertebral i3
Escoliose 30-50
Anomalias dermatoglificas 100
Fingerpads 100
Auséneia de trirradio em ¢ ¢fou d
Aumento de padrGes hipotenares
Anomalias cardiovaseulares 28
Anomalias urogenitais 34
Puberdade precoce 25-50
Susceptibilidade a infecoles 60-73

* dados combinados de Nitkawa ef al. (1988) e Schrander e Stumpel et al. (1994).




OBSERVACOES:

EXAMES LABORATORIALS!

RADIOLOGICOS:
INVENTARID O8SSEQ:

TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA DE CRANIO:

ULTRA-30M ABDOMINAL:

CITOGENETICA:

MOLECULARES:

DOSAGENS HORMONAIS:

AUDIOMETRIA:

AVALIAGAG CARDIOLOGICA;
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ANEXO 3

16.3. SOLUCOES

Soluciio A
Triton-X 1%

MgCl2 5mM

Sacarose 0,32M

Tris-HCl 10mM pH 8,0
Solucio B

Na;EDTA Z0mM

NaCl 20mM

Tris-HC1 20mM pH 8,0
Solugio C

Solugio B 1mi

Protemase K (Boerhinger Mannheim, Germany) 1mg

SDS 10% 0,5mi
TE

Tris-HCl 10mM pH 8,0

EDTA 1mM pH 8,0

TAE — trisacetato de EDTA
Sta;ﬁ solution

Formamida 95%

EDTA 20mM pH 8,0

Azul de bromofenol] 0,005%

Corante de Wright
Corante 0,5¢g

Metanol 200ml

Solugdo colocada em agitador magnético durante 1 hora e deixada envelhecer por

no minimo 30 dias para ser ufilizada,
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