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RESUMO

A macrossomia € definida como desvio positivo dos padrdes de crescimento somatico
normal, em um dado momento temporal. Esta afeccdo apresenta etiologia variada e
pode apresentar-se em diversos momentos do desenvolvimento do individuo. Este
trabalho analisou, através de técnicas de biologia molecular, pacientes que apresentaram
macrossomias patoldgicas de origem pré-natal e entre elas estdo a sindrome de Sotos,
sindrome de Weaver, sindrome de Beckwith-Wiedmann, sindrome de Bannayan-
Zonana. Foram incluidos 27 pacientes (15 com sindrome de Sotos, 5 com sindrome de
Weaver, 2 com sindrome de Beckwith-Wiedemann, 2 com sindrome de Bannayan-
Zonana e 3 com sindromes macrossémicas a definir), que foram divididos em trés
grupos : sindrome de Sotos, sindrome de Weaver e demais macrossomias. Dos 27
pacientes incluidos apenas 17 deles foram analisados para a detec¢do de microdelecdes,
através de microssatélites polimorficos. Em nenhum dos casos analisados foi
encontradas microdele¢fes. Em seguida, todos 0s casos passaram por uma analise nos
genes NSD1 e PTEN, por seqiienciamento direto. Foram encontradas 10 novas
mutacdes no gene NSD1 e uma no gene PTEN. A freqliéncia dos de aparecimento de
microdelecdes e mutagdes no gene NSD1 em pacientes com SS, esta em acordo com
outros estudo realizados na populacdo européia. Estes achados vem contribuir para a
criacdo de um painel de mutacdes na populacdo brasileira e no desenvolvimento de um

diagndstico mais seguro e confiavel para pacientes com fen6tipo macrossémico.
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ABSTRACT

Macrosomia is defined as a positive deviation from normal somatic growth patterns at a
given time. This disease of varied etiology may manifest at different stages of an
individual's development. The purpose of this work was to use molecular biology
techniques to assess patients with pathological macrosomias of pre-natal origin such as
Sotos syndrome, Weaver syndrome, Beckwith-Wiedmann syndrome, and Bannayan-
Zonana syndrome. Twenty-seven patients (15 with Sotos syndrome, 5 with Weaver
syndrome, 2 with Beckwith-Wiedmann syndrome, 2 with Bannayan-Zonana syndrome,
and 3 with macrosomic syndromes still undefined) were divided into three groups:
Sotos syndrome, Weaver syndrome, and other macrosomias. Polymorphic microsatellite
markers were used for the analysis of 17 of the 27 patients included. No microdeletion
was found in any of the cases. Subsequently, direct sequencing was used to analyze
genes NSD1 and PTEN in all cases, and revealed 10 new mutations in NSD1 and one in
PTEN. The frequency of NSD1 microdeletions and mutations found in the patients with
Sotos syndrome was consistent with other studies conducted in European populations.
These findings may contribute to the creation of a mutation panel for the Brazilian
population, and to the establishment of a safer and more reliable diagnosis in patients

with a macrosomic phenotype.






Introducdo



A macrossomia € conceituada tradicionalmente como um desvio positivo dos
padrbes de crescimento somatico normal, em um dado momento temporal (Morreti-
Ferreira, 1995, Cohen, 2002). Douglas et al. (2003), selecionaram criangas que
estivessem acima do 97° percentil para altura, acima do 97° percentil de circunferéncia
occipto-frontal e acima do 90° percentil de idade dssea para defini-las como
macrossémicas.

O excesso de crescimento pode ser uma variante normal determinada
poligenéticamente. Nas macrossomias patologicas, o excesso de crescimento é
usualmente, de instalacdo pré-natal e tipo primario (Morreti-Ferreira, 1995).

Ao contrario das sindromes microssémicas que podem ser apenas um
fendmeno secundario a uma causa cromossdmica ou a uma alteracdo genética, a
macrossomia € um fendmeno puramente primario, que resulta num crescimento
desordenado do individuo portador, permitindo assim, realizar-se estudos que
possibilitem o entendimento dos mecanismos e consequéncias da falha de regulagdo do
crescimento (Carakushansky, 2001). Estas sindromes apresentam expressividade
variavel e seguem alguns preceitos: a macrossomia geralmente esta presente ao
nascimento e persiste na vida pds-natal; como critério de diagnéstico, o peso tem se
mostrado tdo importante quanto a estatura; muitas dessas sindromes encontram-se
associadas a varios defeitos fisicos; a deficiéncia mental € uma caracteristica freqiiente
dos pacientes e por fim, algumas destas sindromes associam-se a neoplasias (Cohen,
1981, 1982a, 1982b; Moretti — Ferreira, 1988; Cohen, 1989).

Dentre as sindromes responsaveis pela macrossomia patologica pré-natal,
podemos destacar: Sindromes de Sotos (SS), Weaver (SW), Beckwith-Wiedmann

(SBW), Bannayan-Zonana (SBZ), Simpson-Golabi-Behnel , Elejaldi, Nevos, Marshall-



Smith e Proteus. A macrossomia apresenta uma etiologia variada, e desta forma

podemos ter doencas que apresentam heranga autossomica dominante como a SBZ, de

carater recessivo como a Elejalde ou acontecer esporadicamente como SW. A

classificacdo realizada por Graham & Rimoim (2002) esta apresentada na figura 1.

Macrossomias
." ‘1
4"‘. "\\
,4’." s,

. - . o . '
Variagdes Normais 4 Macrossomias Patolégicas
Alta Estatura Familiar .”',,-‘ i
Rapida maturidade '__.-" i
Familiar ‘_,.-' v

Macrossomias Pnimanas

Sindrome de Sotos

Sindrome de Weaver

Sindrome de Beckwith-wiedmann
Sindrome de Bannayan-Zonana
Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel
Sindrome de Elejalde

Sindrome de Nevo

Sindrome de Marshall-Smith
Sindrome de Proteus

Macrossomias Secundarias

Maerossomia Diabética
Nesidoblatose

Macrossomicas Pos-Natal
Iﬁ

-,
.

Macrossomias Secundarias

Sexualidade Precoce
Acromegalia
Hipertiroidismo

\ 4
Macrossémias Primanas
XYY
XXY

Sindrome do X Fragil
Aracnodactilia Contratil

Modificado de Graham & Rimoim (2002)

Figura 1. O esquema mostra a classificagdo geral das macrossomias.

Assim, realizaremos uma rapida exposi¢do das principais macrossomias pre-

natais primarias visando destacar fundamentalmente os aspectos clinicos e genéticos.



1.1. SINDROME DE SOTOS

A Sindrome de Sotos (SS, OMIM # 117550), conhecida também como
“Gigantismo Cerebral”, refere-se a um distrbio de crescimento positivo que se
manifesta tanto na fase pré quanto pds-natal. Foi descrito inicialmente por Juan Sotos et
al. (1964) em um grupo de cinco pacientes. Trata-se de uma afeccdo de heranca
autossémica dominante, mas casos esporadicos também sdo verificados (Cole e Hughes,
1990; Optiz et al., 1998; Proud et al., 1998). Apesar de ndo ter uma prevaléncia bem
definida, estima-se que esteja entre 1 em 10.000 e 1 em 50.000 nascidos vivos
(CARAKUSHANSKY, 2001).

Esta sindrome se expressa clinicamente de maneira bastante ampla. Verifica-se
principalmente o crescimento excessivo de tamanho, acima do 90° percentil,
correspondendo em média a 55,2 cm ao nascimento, sendo que nos quatro primeiros
anos de vida esse processo ocorre aceleradamente seguindo também do ganho de peso e
gue atingem limites acima de 97° percentil; apos esse pico de crescimento segue-se uma
diminuicdo desse fendmeno estabilizando assim a estatura que estara em torno de 97°
percentil. A idade dssea do paciente mostra-se avancada em relacdo a sua idade
cronologia (Moretti-Ferreira, 1995; Carakushansky, 2001).

As anomalias congénitas e de desenvolvimento sdo sinais também relevantes nos
individuos acometidos por essa afeccdo. A macrocrania associada a caracteristicas
dismorficas, como a dolicocefalia, estdo permanentemente presentes; fronte ampla e
com bossas; fendas palpebrais inclinadas para baixo; ponte nasal alargada; palato
arqueado e erupcdo prematura de dentes sdo observados em mais de 50% dos casos.
Anomalias no desenvolvimento do sistema nervoso central sdo também verificadas,

levando a uma deficiéncia mental que pode variar de leve a moderada A dilatacdo dos



ventriculos cerebrais, sem indicios de obstrucdo ou de atrofia cerebral sdo comuns
(Moretti-Ferreira, 1995; Cohen et al. 2002).

Imaizumi et al. diagnosticaram, em 2002, uma crianga com SS na qual foi
identificada uma translocacéo t(5;8) (g53;q24.1) acarretando na disrupcdo de um gene
localizado em 5q35 e identificado como NSD1 (nuclear receptor SET-domain-
containing protein). Kurotaki et al. (2002) também estudaram essa regido, analisando
42 individuos com SS e verificaram que 19 deles apresentaram uma microdelecdo de

2.2MbD e os restante deles, uma mutagdo no gene NSD1.



1.2. SINDROME DE WEAVER

A Sindrome de Weaver (SW, OMIM # 277590), descrita em 1974 por David
Weaver, € uma doenca que atua desregulando positivamente o crescimento desde a fase
pré-natal e, portanto, a crianca ja apresenta tamanho e peso acima dos 97° percentil ao
nascimento. Além disso, apresenta um quadro clinico semelhante a Sotos, sugerindo
uma heterogeneidade alélica, segundo Optiz et al. (1998), 0 que aumenta as chances de
ocorrerem erros de diagnéstico durante a avaliagdo do paciente. No entanto, alguns
sinais peculiares podem estar presentes como 0 choro rouco de tonalidade grave e
hipertonia. H& também, crescimento e maturagdo déssea desregulado, sendo que, em
relacdo a altura, peso e perimetro cefalico, este ultimo € o que se revela mais destoante
em relacdo ao excessivo crescimento (Meineckee et al., 1983; Amir et al., 1984). Dentre
outras caracteristicas também se encontra atraso no desenvolvimento neuropsicomotor
(Danwood et al., 1985; Moretti-Ferreira, 1995). No cranio, observa-se o occipital
frequentemente achatado e raramente é dolicocefalico, fronte larga e alta, hipertelorismo
ocular, seguido de um achatamento da base do nariz e, em alguns casos, de epicanto
interno. (Moretti-Ferreira, 1995; Cara, 2001).

A causa da SW ainda ndo est4 bem elucidada e a maioria dos casos sdo tidos
como esporadicos. No entanto foram relatados casos que indicam uma heranca
dominante (COHEN et al., 2002; DOUGLAS et al., 2003).

Douglas et al. (2003) e Rio et al. (2003) afirmam que mutacGes no gene
NSD1 podem levar a SW. Estes achados corroboram com a temética de que em
sindromes macrossomicas 0 mesmo gene pode decodificar proteinas diferentes,

controlando os resultados em fendtipos diferentes (De Vitto, 2004).



1.3. BECKWITH-WIEDEMANN

A sindrome de Beckwith-Wiedemann (SBW, OMIM #130650) é uma sindrome
macrossomica complexa e heterogénica, que causa alteracGes genéticas e epigenéticas
envolvendo “imprinting” gendmico e predisposicdo para o desenvolvimento de cancér
(GOMES, 2003).

A SBW foi descrita por Wiedemann em 1964 e Beckwith em 1969 em estudos
independentes. A triade de sinais dismorficos que caracterizam a sindrome sao:
onfalocele, macroglossia e gigantismo. Deficiéncia mental de grau variavel é
freqlientemente descrita, especialmente nos casos em que a microcefalia esta associada

(Morretti-Ferreira, 1995; De Vitto, 2004).

Segundo Carakushansky (2001), cerca de 30 a 50% dos casos apresentaram uma
grave e persistente hipoglicemia, com inicio ja nos primeiros dias de vida, que se deve a
uma hiperinsulinemia resultante de uma sindrome de maturagdo defeituosa das ilhotas
pancreaticas, anteriormente conhecida como nesidoblastose (Munns et al., 2001).
Goldman (2003) relatou casos em que a hipercalcidria também estava presente. Existe
uma incidéncia aumentada de tumores malignos, com destaque para o tumor de Wilm’s
e 0 hepatoplastoma. A prevaléncia desta sindrome esta estimada em 1: 13.700 nascidos

vivos. (Graham&Rimoin, 2002)

A maioria doa autores relatam correlacdo entre a SBW e o cromossomo 11, na
regido pl5.5, mas o gene ainda ndo foi isolado (Maher,1999; Schofield, 2001;
Catchpoole, 2000; DeVitto, 2004). Segundo Engel et al. (2000) esta sindrome tem
origem poligénica e pode estar associada a “imprinting” nos genes IGF2 e H19 e
microdelecdes na regido p15.5 (Esparogo et al., 2004; Prawitt et al. 2005; Cerrato et al.,

2005)



1.4. SINDROME DE BANNAYAN-ZONANA

A Sindrome de Bannayan-Zonana (BZS, OMIM #153408) é uma sindrome
autossébmica dominante que se caracteriza por macrocefalia, disfuncdo neuroldgica,
manchas café-com-leite no tronco, pdlipos intestinais, e hemanginomas multiplos.
(Higginbottom, 1982; Moretti-Ferreira, 1989, 1995).

Israel et al. (1991) descreveram um caso de translocagdo Y;19 (q11;g13) em um
paciente com SBZ, mas microdelec¢des envolvendo o a regido 10923, que contem o gene
PTEN foram relatadas por Arch et al.(1997) e Tsuchiya et al. (1998). Analises
moleculares envolvendo pacientes com BZS foram realizadas por Marsh et al. (1997),
Longy et al. (1998) e Celebi et al. (1999), que relataram mutagdes no gene PTEN e as

relacionaram com as caracteristicas fenotipicas resultantes da BZS.



1.5. DEMAIS SINDROMES MACROSSOMICAS

As caracteristicas clinicas e moleculares das demais sindromes cromossémicas

estdo apresentadas na tabelal.

Tabela 1. Principais caracteristicas de outras sindromes macrossémicas*

Sindrome Heranga Principais achados clinicos Aspectos
Moleculares
Simpson-  Recessiva Macrocefalia, hipertelorismo ocular, Microdelegdes
Golabi- ligada ao X nariz  hipoplasico, méaos grandes, (500Kb) no gene
Behnel macroglossia, retardo mental de grau GPC3 (Xq26)
variavel, hipotonia, polidactilia pos-
axial nas maos, unhas hipopléasicas,
sindactilia cuténea parcial,
criptorquidismo,  mamilos  supra-
numéricos, anomalias cardiaca e
intestinal, rins alargados policisticos.
Elejalde Autossémica  Craniossinostose, grandes edemas, MutacOes no
recessiva membros curtos, polidactilia pds-axial, gene MYO5A
pescoc¢o alado, displasia cistica renal,
cardiopatia congénita, anormalidades
no baco.
Nevo Autossdmica Orelhas grandes e baixo implantadas, Mutag0es no

recessiva

criptorquidismo, maturacdo  0ssea
acelerada, dolicocefalia, extremidades
grandes, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e de fala, edema
generalizado, hipotonia, contratura nos

pés, clinodactilia, punhos fletidos

gene  PLOD1
(1p36.3)
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Tabela 1. Principais caracteristicas de outras sindromes macrossémicas*
(Continuacéo)

Sindrome

Heranca

Principais achados clinicos

Aspectos

Moleculares

Marshall-
Smith

esporadica

Crescimento acelerado, maturagdo Ossea
acelerada, hipotonia, atraso no
desenvolvimento, estruturas cerebrais
anormais, trato respiratorio anormal,
pneumonias  recorrentes, hipertenséo
pulmonar, dolicocefalia, sobrancelhas
grossas, esclera azulada, narinas
antevertidas, hipertricose, hérnia
umbilical, atresia coanal, onfalocele,

ponte nasal e ramo mandibular pequenos.

Trissomia de
293

Proteus

esporadica

Hipercrescimento na regido das maos e
dos  pés, membros  assimétricos,
hiperplasia plantar, hemangiomas,
lipomas, linfagiomas, varicosite, nevo
epidérmico  verrucoso,  macrocefalia,
hiperostose  cranial,  hipercrecimento

0sseo, deficiéncia mental de grau variada.

Delecdo no
gene PTEN

*Modificado de Rimoin et al. (2002)
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1.6. ASPECTOS MOLECULARES DAS MACROSSOMIAS

As sobreposi¢oes moleculares fazem as sindromes macrossémicas apresentarem
grande dificuldade no momento do diagnostico molecular (Baujat et al., 2005). Diversos
estudos relacionaram primeiramente sindromes isoladas a apenas um gene, mas estudos
recentes demonstram que em muitos casos varios genes estdo envolvidos nestas
condicgdes ou ainda genes que estavam relacionados a sindromes isoladas estdo alterados
de uma maneira especifica que gera uma outra condicdo macrossémica, COmo 0S casos
descritos por Baujat et al. (2005), envolvendo as SS e SBW.

A regido do cromossomo 5q(35.2 — 35.3) apresenta aproximadamente 42 MB no
qual podemos encontrar o gene NSD1 (figura 1) que ja foi relacionado com as
sindromes de Sotos (Imaizumi et al., 2002; Kurotaki et al., 2002), Weaver (Douglas et
al., 2003; Rio et al., 2003) e recentemente com a sindrome Beckwith-Wiedemann que
classicamente esta relacionada com ““imprinting” da regido 11p15, no entanto apés
resultados negativos quanto a alteracGes nesta regido, foi feita analise de mutagdes no
gene NSD1 revelando, alteracdes (Baujat et al., 2004).

Varios estudos relacionam o desenvolvimento macrossémico a alteracdes em
outros genes, como por exemplo, alteracdes nos genes GPC3 relacionadas a sindrome
Simpson-Golabi-Behnel (Plilia et al., 1996; Xuan et al, 1994 e 1999; Li et al., 2001;
Rodriguez-Criado et al., 2005), MY O5A relacionadas a sindrome de Elejalde (Anikster
al., 2002; ), PLODL1 relacionadas a sindrome de Nevo(Giunta et al., 2005), Trissomia de
203 relacionada a sindrome Marshall-Smith (Seidahmed et al., 1999) e o gene PTEN
com as sindromes de Cowden (sindrome caracterizada por apresentar lesdes

hamartomatosas multiplas), Proteus e Bannayan-Zonana (Wanner et al., 2001).
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1.6.1. O GENE NSD1

As funcbes do gene NSD1 (nuclear receptor-SET-domain-containing protein)
ainda ndo estdo bem esclarecidas, no entanto, segundo Douglas (2003), acredita-se que
esteja envolvido no processo transcricional, assumindo um papel capaz de estimular ou
inibir essa atividade celular. Recentemente, a SS tem sido atribuida a haploinsuficiéncia
do gene NSD1, apesar de ndo ser uma caracteristica condizente com os sinais clinicos
relatados, pois existem pacientem com os sinais clinicos mais frequentes na SS que néo

apresentam alteragdes no gene NSD1 (Nagai et al., 2003).

Gene NSD1
NSD1 Physical Map Genatlas link B Locuslink link
MGC
LOC
ETEA  MGC
FLJ LOC JAZ NSD1 LOC
MGC PCLKC KIAAL9TS PX19 PSGPZSLIG
175.700.001 S ! L) r | F_lr anmmo
[ I o (Yo, || I
KIAA1191 # N, FL)
HSPC111 RApED N, FL)
KIAA1893 , N Loc
. Vo LOC \.. NY-REN-7
7 N,
a N,
’/‘ \'o
/s N,
O’ \.
o/ '\
7 “
‘o‘ \"*
} & — —H— H u

DNA size 160.69 Kb~ mRNA size 7672 bp 23 exons

Modificado de Genatlas, 2004

Figura 2. Esquema de localizacdo do gene NSD1. (http://www.genatlas.org/)

Dos 23 exons que constituem o gene NSD1, somente 0 primeiro nao é expresso.

O restante sdo responsaveis por codificarem pelo menos 6 dominios funcionais (SET,
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PWWP I, PWWP I1,PHD-I, PHD-II, PHD-III) ligados a regulacdo da cromatina , e séo
expressos em diversos tecidos como o cerebral, tanto em fetos quanto em adultos, renal,
muscular esquelético, esplénico e no timo (Nagai, 2003; Douglas et al., 2003). Desta
forma, uma das possiveis causas das SS e SW ¢é a presenca de alteragdes no gene NSD1,
fato este que tem variado em diferentes populagdes como no Reino Unido, Franga,
Alemanha e Itdlia (Tabela 2). Entretanto, a tal discrepancia destes indices é sugerida por
Tatton-Brown (2005) como sendo apenas uma simples diferenca de amostragem néo

sendo um critério exclusivo para a classificagdo da SS.

TABELA 2. Frequéncia de ocorréncia de altera¢des no gene NSD1 na SS.*

Referéncia Populacéo estudada Frequéncia

Kurotaki et al. [2002] japoneses 77%
Kurotaki et al. [2003] japoneses / europeus

Pacientes japoneses 63%

Pacientes ndo japoneses 35%
Douglas et al. [2003] Ingleses 76%
Rio et al. [2003] Franceses 69%
Turkmen et al. [2003] Alemées
Cecconi et al. [2005] Italianos 70%

*Modificado de Faravarelli (2005)

As mutacGes no NSD1 também j& foram relacionadas ao aparecimento de sinais
clinicos caracteristicos das sindromes de Sotos, Weaver e mais recentemente de
Beckwith-Wiedmann. Nagai (2003) correlacionou o fendtipo (precoce maturacdo na
primeira infancia, retardo mental, hipotonia e hiper-reflexia e anomalias menores como
no sistema nervoso central, cardiovascular e urinario) de cinco pacientes com mutacgdes
intragénicas no gene NSD1 , sendo duas delas sem sentido, uma inser¢do, uma delecdo
e uma mutacao que altera o quadro de leitura produzindo a proteina NSD1 truncada.

Em estudos recentes realizados por Baujat et al. (2004) mostraram uma intima
relacdo molecular entre as SS e BWS. Foram encontrados quatro casos que

apresentavam alteragdes paradoxais em seus genomas. Dois deles, diagnosticados como
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SS, apresentavam alteracdes na regido 11p15 (isodissomia parental e demetilagcdo do
KCNQ10T), regido tradicionalmente relacionada ao imprinting causador da Sindrome
de Bckwith-Wiedemann. Quando foram analisados os probandos com BWS que néo
apresentavam alteracGes na regido caracteristica foram encontradas mutagdes em seus
genes NSD1{ins 5(G) no exon 14 e del (GACA) no exon 23}, gene que esta relacionado
com a SS.

Desta forma, notamos que pode existir uma correlagdo molecular entre as
sindromes macrossémicas, mesmo entre as que aparentemente apresentam sinais

distintos e etiologia variada.



15

1.6.2. O GENE PTEN

O gene PTEN tem seu locus localizado no cromossomo 10 na regido q22-23, ele
expressa duas fosfatases com atividade de supressdo tumoral. Este gene apresenta 9
éxon, dos quais 8 sdo codificados completamente e apenas 1 (éxon 1) apresenta uma
regido rica em GC que ndo é codificada. A proteina codificada apresenta 403

aminoacidos, com 47 Kda de peso molecular.

Gene PTEN
PTEN Physical Map Genatlas link B Locuslink link
DKFZ
MGC LOC LOC
KIAA 1975 LOC
PTEN LOC
LOC MGC
LOC L
87.600.001 L) JETI-T'_E]J - thﬁ—hr? § ! 190.800.000
I | | -~ *e | l
7 L) ™., FL] LOC
_ Loc - ~.. MGC
: LOS” ~.
.7 LOC e
Pt ~
- '°\
R N
- ~
5P ~
“/ \
,o‘/ .\ .*
i i —

DNA size 102.94 Kb mRNA size 3147 bp 9 exons

Modificado Genatlas 2004

Figura 3. Esquema de localizacdo do gene PTEN (http://www.genatlas.org/).

Este gene esta relacionado a sindrome de Cowen, Proteus e Bannayan-Zonana.
Primeiramente, descrito como um supressor tumoral, o gene PTEN quando mutado
pode levar a varios fenotipos diferentes. (Payne et al. 1999). Wanner et al. (2001),

relatou mutacdes no gene PTEN em familias de sindrome Bannayan-Zonana. Outras
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mutacdes foram descritas por Reardon et al. (2001) que associavam este gene a

macrocefalia, dilatacdo ventricular e associa¢do de VATER.



Objetivos
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De acordo com a revisdo bibliogréfica realizada, as sindromes macrossémicas
apresentam grande similaridade quanto aos sinais clinicos apresentados e quanto aos
parametros citogenéticos e moleculares (Jones, 1994).

Estudos realizados na Inglaterra e Japdo mostram um grande numero de
mutacdes no gene NSD1 nas SS e SW, outros correlacionam o gene PTEN as sindromes
de Proteus e a Bannayan-Zonana, estas idéias colaboram com a tematica de que em
sindromes macrossémicas 0 mesmo gene pode decodificar proteinas diferentes,
resultando em fenotipos diferentes (DOUGLAS, 2003; DE VITTO, 2004).

Este estudo pretende sequenciar os dois genes mais frequentemente relacionados
a macrossomias, desta forma este estudo pretendeu envolver pacientes de varios centros
de diagndstico e aconselhamento genético e assim encontrar as principais mutagoes
relacionadas a sindromes macrossdmicas na populacdo brasileira. Desta forma nossos

objetivos no presente estudo foram:

1. Realizar uma triagem nos genes NSD1 e PTEN em pacientes afetados
pelas sindromes macrossdmicas visando estabelecer um painel das
mutacOes mais frequentes ou verificar novas mutagfes presentes em
nossa populagéo.

2. Pesquisar, através da analise de microssatéelites, uma heranga ndo
balanceada na regido cromossomica do gene NSD1.

3. Desenvolver uma correlacdo genoétipo/fendtipo entre as diversas
sindromes macrossdmicas e suas mutacdes a fim de estabelecer um
diagnostico diferencial entres as sindromes macrossémicas.

4. Desenvolver um método racional para o diagndstico molecular das

sindromes macrossémicas.



Material e
Métodos
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3.1. CASUISTICA

Para a realizacdo deste estudo foram analisados 27 pacientes diagnosticados
clinicamente como portadores de sindromes macrossémicas pertencente a 26 nucleos
familiares (caso 24 e 25 sdo gémeas), 20 destes pacientes foram avaliados no Servico de
Aconselhamento Genético do Departamento de Genética —IB — UNESP — Campus de
Botucatu — SP (SAG), 3 pacientes foram encaminhados pelo Servico de Genética
Clinica do Instituto de Puericultura e Pediatria Martagdo Gesteira da UFRJ e 6 casos
enviados do Servico de Genetica do Hospital das Clinicasda Faculdade de Medicina -

USP de Ribeirdo Preto.

3.1.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos neste estudo todos o0s pacientes que apresentavam
caracteristicas macrossémicas ao nascimento ou em algum momento temporal do seu
desenvolvimento. Este paciente ainda deveria apresentar ou ter apresentado, em algum
momento temporal, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor.

3.1.2. Critérios de exclusdo

Foram excluidos deste estudo os pacientes que ndo apresentassem macrossomias
em nenhum momento temporal, todos o0s pacientes que nao aceitassem as condigdes
éticas ou apresentassem qualquer anomalia citogenética.

Ainda poderiam ser excluidos das analises de microdelecdo no gene NSD1,
aqueles que ndo apresentassem condicdes de coleta sanguinea do nucleo familiar

completo.

3.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Para a participacdo neste estudo todos os responsaveis presentes na consulta

médica foram informados sobre a metodologia utilizada e os objetivos da pesquisa.
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Quando estes concordavam em participar da pesquisa, era solicitado o preenchimento
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo Il). Este projeto foi
aprovado pelo Comité em Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da UNESP de

Botucatu — SP, através do parecer OF 536/2004-CEP (Anexo I).

3.3 AVALIACAO CLINICA

Todos os pacientes foram analisados por profissional médico geneticista. Para a
padronizacdo da avaliacdo em diversos centros de diagnéstico foi desenvolvido um
protocolo de avaliagdo de pacientes com hipdtese diagndstica de sindromes
macrossomicas (PA) e enviado aos centros de genética que participavam do estudo
(anexo IlI).

Para uma melhor analise dos dados os pacientes foram divididos em trés grupos:
Sindrome de Sotos (I), Sindrome de Weaver (IlI) e outras macrossomias (Il1).

(DOUGLAS, 2003).

Apenas 17 casos apresentaram trio familiar completo (mée, pai e filho). Em 10
deles, ndo foi possivel coletar amostra de sangue de um dos genitores devido ao fato de
ndo estarem disponiveis para a coleta de material bioldgico. Nos casos em que néo foi
possivel a coleta de material dos genitores, formando o trio familiar completo, ndo foi
realizada a analise de microdelecBes e somente foi feito a busca de mutacGes por

sequienciamento direto.

3.4. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para cada paciente foram coletados 9 ml de sangue periférico bem como de seus

genitores.  Este sangue foi ditribuido em dois (2) tubos: 1- contendo anticoagulante
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EDTA a 6% (frasco Vacuette® EDTA 3ml) e 2- contendo anticoagulante heparina
sodica 25.000 Ul (frasco Vacuette® Heparina 6ml). Quando o paciente ja havia
realizado caridtipo foi coletado apenas 3 ml de sangue (tubo com EDTA) para a
realizacdo de extracdo de DNA, bem como de seus pais. Apds a distribuicdo, os tubos
foram homogeneizados para evitar a formagéo de coagulos.

Os tubos foram mantidos sob refrigeracdo (4°C) para o transporte até o

processamento no SAG.

3.5 METODOLOGIAS

3.5.1. Obtencdo do DNA gendmico

O DNA foi extraido, de uma aliquota (1ml) do tubo contendo 3ml de sangue
com EDTA, com o kit comercial de extracdo “Genomic Prep Blood Isolation Kit” da
AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH®. Este protocolo segue 0s seguintes passos:
lise das hemaécias; lise dos leucdcitos; precipitacdo salina das proteinas nucleares e
citoplasmaticas seguido da precipitacdo do DNA genémico com isopropanol a 100% ; o
DNA foi lavado com etanol a 70% e, depois de seco a temperatura ambiente e foi
ressuspendido em solucéo de hidratacéo.

As amostras de DNA foram quantificadas e qualificadas através de leitura em
espectrofotdbmetro.Uma vez diluidas na proporcdo de 1:100 foram submetidas a leituras
em 260nm (comprimento de onda que o0 DNA apresenta 0 maximo de absorcao), 280nm
e 320 nm para assim obtermos a razéo relativa 260/280 que nos da a pureza da amostra.
Todas as amostras apresentaram valores entre 1.85 e 2.0 garantindo assim a boa
qualidade, livre de contaminacdo por proteinas e RNA. Depois de cumprida essa etapa,

guantificamos as amostras utilizando a formula sugerida por Kaufman, (1995):

(DO260 nm — DO320 nm) x DO* x valor da dilui¢io = pg/ml

Sendo:

DO = densidade 6tica

DO*( diluicho de 1:100) apresenta os seguintes valores:
DO260 nm (DNA fita dupla) = 50 pg/ml

D0260 nm (DNA fita simples) = 30 pg/ml
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3.5.2. Andlise de microdelecdo do gene NSD1

A triagem de microdelecdes no gene NSD1 foi realizada em 17 probandos e em
seus pais a fim de pesquisar uma heranca ndo balanceada na regido cromossémica do
gene NSD1. Dez dos casos analisados ndo apresentavam nucleo familiar completo
(méde, probando e pai), ndo sendo possivel a andlise de microdelecdes por
microssatelites nestes casos.

A metodologia sugerida por Douglas et al. (2003), incluia 9 marcadores
microssatélites polimérficos (MP) dentro e ao redor do NSD1. A localizacdo destes MP
pode ser observada na Figura 4.

As analises destes MP seguiu as seguintes etapas:

3.5.2.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA extraidas segundo a técnica descrita acima foram
submetidas a PCR. Esta técnica permite que regides selecionadas dos genes em questdo
sejam amplificadas milhdes de vezes. Para este estudo foram utilizados os iniciadores
especificos que flanqueiam os marcadores microssatélites polimorficos, estes

iniciadores estdo descritos na tabela 5.
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Figura 4. Localizagdo dos sitios de atuagéo dos marcadores microssatélites.
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Cada reacdo de PCR (com volume total de 10ul) continha: 40ng de DNA,
200mM de cada dinucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 20uM de cada iniciador
especifico; 10mM de Tris-HCI pH8.3; 50mM KCI; 1.5mM de MgCI2; 0,001% de
gelatina; 0,5ul de DMSO e 1 unidade (U) de Taq Polimerase (Invitrogen). As
amplificacdes in vitro foram realizadas no termociclador da MJ Research PT200
seguindo o programa descrito por Douglas et al. (2003) (tabela 3). As temperaturas de
anelamento de cada iniciador foram atingidas realizando-se testes com PCRs com
temperaturas de anelamento gradiente, assim as temperaturas sdao demonstradas na

tabela 4.

Tabela 3 — Programacéo do termociclador para os marcadores utilizados.

Desnaturacéo Desnaturacéo Anelamento Extensédo Extenséo Final
Inicial
94 °C /5 min 94°C /45seg Temp. /45seg 72°C /45seg 72°C /10min
35 ciclos

Tabela 4 — Marcadores microssatélite, temperatura de anelamento e respectivos tamanhos.

Marcador Temperatura de anelamento Tamanho (pb)
SOT12 59°C 172
SOT11 56°C 203
SOT10 60°C 148
SOT1 59°C 226
SOT13 61°C 216
SOT17 60°C 201

O Produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 2,0%, na condicdo de
corrida de 100 volts por 30 minutos, corado com brometo de etideo e analisado sob luz
ultravioleta. Além disso, foi utilizado um marcador de peso molecular (ladder) de 100

pb como referéncia.
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Tabela 5 — Sequiéncia de Primers para os marcadores microssatélites da regido 5q35 e

suas posicdes em relacdo ao gene NSD1*

Posicdo em
relacdo ao gene Seqliéncia dos Primers Tamanho
Marcador NSD1 (5= 3) (pb)
(kb) Forward Reverse
SOT12 645 cen GATAAACCACAACCCCAACC ACGTAGCTAGGCACCACCAT 172
SOT11 391 cen CAGGCTCGTTCATTCACAAA AGGCAAAATTTCCTCCCATC 203
SOT10 383 cen GACTGCAAGGAGCTTGAACC GGGCCACCATACACTTGTTC 148
SOT1 181 cen GGGAAAGTTGACAGGATTTTGA  GCAAATAGGGCATCTGCAAG 226
SOT4 26 cen GGTCCTCCACACATTCTGCT ACATGCCCTATGACCTGGAA 201
SOT3 Intra GCACCGTTTTACAGTCCTACTT  CTGCAGTGAGCCAAGACCAT 216
SOT17 Intra GGCATTGTTCCTGGATGAGA GGAGATGGATGTTGCAGTGA 201
SOT19 284 tel CCCCTTTGTATGGGGTCTTT CCTGGGTGACACAGTGAGACT 201
SOT20 290 tel CCAGTTCCATCCAAGACACA  CATTTGATCCAGAAATCCCACT 267

*Modificado de DOUGLAS, J. et.al., 2003

3.5.2.2 Polimorfismo conformacional de fita simples (SSCP)

A técnica de SSCP, geralmente utilizada para a realizacdo de ““screening” de
mutacOes génicas, neste caso ndo foi utilizada com esta funcdo, mas sim por sua
capacidade de detectar pequenas diferencas entre os alelos. Essa técnica se baseia no
principio de que a mobilidade de um fragmento de DNA de fita simples em gel de
poliacrilamida desnaturante depende de seu tamanho, de sua sequéncia de nucleotideos
e da temperatura de corrida. Assim, uma diferenca de apenas um par de bases entre dois
fragmentos de DNA pode ser detectada pela presenca de bandas com migracgéo diferente
em gel desnaturante (ORITA, 1989).

Assim, para o preparo do gel de poliacrilamida houve a necessidade se preparar
previamente as placas de vidro e de solucBes. Esse processo obedeceu as seguintes
etapas:

a) Tratamento das placas: as placas de vidro (uma maior de 20x36cm e

outra menor de 20x33cm) foram descontaminadas em solucdo de NaOH 3M por 24
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horas e lavadas com detergente neutro e agua destilada. Apds a lavagem estas
permaneceram secando e em seguida foram limpas com papel toalha embebido em
etanol 70%.

b) Uma vez limpa, as placas receberam tratamentos diferenciados. A
placa de menor tamanho recebeu um tratamento para que o gel permanecesse fixado na
sua superficie e para isso foi aplicado uma solugdo “Bind-Silane” (3ul de Bind-Silane, 1
ml de etanol absoluto e 5ul de &cido acético glacial). Com auxilio do papel toalha essa
solucdo € espalhada sobre a placa e deixando-a secar por 5 minutos, em seguida é
lavada com etanol 70% para a remocdo do excesso. J& a placa de maior tamanho
recebeu um tratamento para que o gel ndo aderisse na sua superficie e para isso foi
aplicado, com o auxilio de papel toalha, 0,5 ml de 6leo de silicone. Esse produto
permaneceu secando por 5 minutos e em seguida a placa foi lavada com agua destilada
para a retirada do excesso do produto. J& preparadas, essas placas forma encaixadas e
montadas de forma apropriada para receber o gel de poliacrilamida.

c) A preparagdo do gel de poliacrilamida 6% desnaturante obedeceu ao
seguinte protocolo: Bis-Acrilamida 40% (19:1), Uréia, TBE 10X, Persulfato de ambnia
10% (APS), TEMED e agua Milli-Q. E importante salientarmos que o TEMED e o
persulfato de sddio foram adicionados por Gltimo, pois sdo responsaveis por catalisar o
processo de polimerizagéo.

Cumprida estas etapas, a placa contendo o gel polimerizado foi devidamente
encaixada no suporte da cuba de eletroforese vertical (Modelo SA, Gibco BRL
Sequencing System). Adicionou-se aos compartimentos da cuba tampédo de corrida
(TBE 1X) e iniciou-se uma pré-corrida por 30 minutos a 25 Watts com o objetivo de
aquecer e ordenar a malha poliacrilamida. Concomitantemente, os produtos de PCR

amplificados foram desnaturados a 94 °C por 5 minutos. Em seguida 3,5ul de amostra
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foram aplicados no gel obedecendo ao tempo de corrida e a voltagem conforme a tabela
6. A essas amostras também é aplicado um marcador de peso molecular (ladder) de

100pb.

Tabela 6 - Tempo de corrida eletroforese em gel de poliacrilamida 6% desnaturante

para diferentes tamanhos de fragmentos.

Tamanho do fragmento Tempo minimo de corrida Tempo maximo de corrida Voltagem

(horas) (horas)
até 120 pb 1 2,5
120- 150pb 1% 3,5
150-175pb 2 4
175-200ph 2V 45 25W
200-250pb 3 5
250-300 3% 5,5

Finalmente o gel foi revelado com nitrato de prata seguindo o protocolo descrito
por Budwole e cols (1991) e assim resumido:
Fixacdo do gel: solugédo de etanol 10% (200ml de etanol 100% e 1,8 L de
agua Milli-Q), por cerca de 8 minutos.

Oxidacédo do gel: solucdo de acido nitrico 1% (20 ml de &cido nitrico e

1,98 L de agua Milli-Q), por cerca de 3 minutos.

Impregnacado: solucéo de nitrato de prata (2g de nitrato de prata, 3 ml de
formaldeido 37% e 2 L de 4gua Milli-Q) por cerca de 30 minutos.

Revelacdo: solucdo de carbonato de sodio a 4°C (60g de carbonato de
sodio, 3 ml de formaldeido 37% e 2 L de agua Milli-Q), tempo necessario para o
aparecimento das bandas.

Interrupcdo: solugdo de acido acético (200 ml de acido acético glacial e

1,8 L de agua Milli-Q), por cerca de 30 segundos.
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Lavagem: a placa é mergulhada em 4&gua destilada por 1 minuto
aproximadamente para a retirada do excesso de solucdo. Uma vez seca, a placa

contendo o gel, esta pronta para ser fotodocumentada e genotipada.

3.5.2.3. Genotipagem

Neste estudo, a auséncia de uma banda na amostra do probando (nos casos dos
marcadores microssatélites polimorficos), permite a concluir que o segmento, contendo
o0 alelo em questdo, ndo esta presente e, portanto microdeletado (Figura 5). Assim, o
objetivo principal desse trabalho foi de comparar os alelos intrafamiliais e néo entre os
nucleos familiais, permitindo desta forma que os géis de poliacrilamida apresentassem
pequenas variaces sem que analise de microdele¢des fosse prejudicada.

A interpretacdo do gel de poliacrilamida foi realizada numerando as bandas em
ordem decrescente de peso molecular, nos mostrando dessa forma o nimero de

polimorfismos e em que pacientes eles estdo presentes ou ausente (deletados) figura 5.

P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 c
1 1 1 1 1 1 1 1 1

Figura 5. Esquema mostrando gel de eletroforese em poliacrilamida, apds PCR, no qual pode se
observar o controle (C), mae do pobrando (P1), probando (P2) e pai do pobrando (P3), neste caso
o probando apresenta a microdelecdo e mée do pobrando (P4), probando (P5) e pai do pobrando
(P6), ndo apresentando a microdelecdo. Os nicleos familiais (P7, P8 e P9) e (P10, P11 e P12) sdo
exemplos de situacdes ndo informativas.
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3.5.3. Andlise dos exons dos genes NSD1 e PTEN através do seqienciamento direto

A anélise dos exons dos genes NSD1 e PTEN através de sequenciamento direto
foi realizada em 27 probandos e 6 controles afim de encontrar alteragcbes patogénicas
que podem estar diretamente ou indiretamente ligadas aos padrbes fenotipicos das
sindromes macrossomicas. Os 6 controles ndo poderiam apresentar qualquer
anormalidade presente no protocolo de avaliagdo médica, assim foi aplicado o PA em
seis alunos de pdés-graduacdo do curso de Ciéncias Bioldgicas:- A/C Genética e 0s
mesmos foram incluidos no estudo apds consentimento.

Esta analise seguiu as seguintes etapas:

3.5.3.1. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de DNA extraidas segundo a técnica descrita no item 3.5.1. foram
submetidas a PCR.

Foram utilizados, para o gene NSD1 os iniciadores especificos que flanqueiam
0s éxons de 2 a 23, delineados por Rio et al. (2003) e os éxons de 1 a 9 do gene PTEN,
0 qual delineamos utilizando o software on line Primer3 <http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi>.

Cada reacdo de PCR (com volume total de 10ul) continha: 40ng de DNA,
200mM de cada dinucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 20uM de cada iniciador
especifico; 10mM de Tris-HCI pH8.3; 50mM KCI; 1.5mM de MgCI2; 0,001% de
gelatina; 0,5ul de DMSO e 1 unidade (U) de Taq Polimerase Platinum (Invitrogen). As
amplificacdes in vitro foram realizadas no termociclador da MJ Research PT200

seguindo, para ambos os genes, o programa descrito por Rio et al. (2003), que ja havia
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sido utilizado para andlise de MP (tabela 3). As temperaturas de anelamento de cada
iniciador foram atingidas realizando-se testes com PCRs com temperaturas de
anelamento gradiente, quando ndo foi atingido uma concentracdo de produto de PCR
satisfatoria (demonstrada pela qualidade das bandas no gel de agarose 2%) foi
modificada a concentracdo de MgCl, e DMSO das reacGes.

O produto de PCR foi visualizado em gel de agarose 2,0%, na condicdo de
corrida de 100 volts por 30 minutos, corado com brometo de etideo e analisado sob luz
ultravioleta. Além disso, foi utilizado um marcador de peso molecular (ladder) de

100pb como referéncia.

3.5.3.2. Seglienciamento automatico

Esta etapa do estudo foi realizada nos laboratérios de pesquisa do Hemocentro da USP -
Campus Ribeirdo Preto em colaboragdo com o professor Wilson Araujo Silva Jr.

O produto de PCR purificado foi amplificado pela PCR com 0s mesmos
iniciadores especificos descritos anteriormente, mas na reacdo de seqlienciamento foi
utilizado somente o iniciador no sentido 3">5", ou seja o iniciador “reverse”.

O processo de sequenciamento das amostras foi realizado seguindo as etapas

seguintes:
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a) Reacdo de sequenciamento:

Para volume final de 10ul foi adicionado 4,7ul de &gua ultrapura autoclavada,
4ul de iniciador ET (DYEnamic ET Dye Terminator Sequencing Kit by Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ, USA), 0,8 ul de iniciador “reverse” e 0,5 ul de produto de

PCR. O programa da reacdo de sequenciamento esta descrito na tabela 7.

TABELA 7 — Programacdo do termociclador para a reagéo de seqlienciamento.

Desnaturagéo Desnaturacéo Anelamento Extensao
Inicial
95°C /2 seg 95°C /10seg 51°C /15seg 60°C /60 seg
35 ciclos

b) Reacéo de Precipitacéo:

Para a precipitacdo dos produtos da reacdo de sequenciamento seguiram-se 0s
seguintes passos: foi adicionado 1ul de acetato de amonio, foram adicionados 27,5 ul de
etanol absoluto a temperatura ambiente, aplicou-se no vortex e colocou-se em repouso
no gelo por 20 minutos. Ao final do tempo de repouso centrifugou-se a 3250RPM
durante 30 minutos e o sobrenadante foi desprezado, acrescentou-se 100ul de etanol
70% a temperatura ambiente, centrifugou-se a 3250RPM durante 10 minutos e o
sobrenadante foi desprezado. Centrifugo-se a placa invertida por alguns segundos,
adicionou-se 10ul de Loanding Buffer em cada poco e aplicou-se no vortex, por fim

centrifugou-se rapidamente para retirada de bolhas.

c) Injecdo no gel de seqiienciamento

O Seqiienciamento foi realizado em seqiienciador automatico MegaBAce 1000
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA). As amostras foram injetadas no gel a

2kv por 80 segundos e 0 a voltagem de corrida foi de 9kv por 150 minutos.
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d) Andlise do sequenciamento direto

As sequéncias obtidas das amostras utilizadas foram comparadas com
sequéncias consenso utilizando o programa de computador PolyPhred
(http://droog.mbt.washington.edu/PolyPhred.html). O programa PolyPhred utiliza
conjuntamente o PHRED (para nomear a base e caracterizar dos picos), PHRAP e

CONSED (para examinar, editar e anotar dos resultados).



Resultados
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4.1. ANALISE CLINICA

Foram incluidas, neste estudo 26 familias, contendo 27 probandos, sendo 13 do
sexo masculino e 14 do sexo feminino, 17 casos apresentam trio familiar completo
(mae, pai e filho) e em 10 deles, ndo foi possivel coletar amostra de sangue de um dos

genitores devido ao fato de ndo estarem disponivel para a coleta de material biolégico.

A caracterizacdo clinica dos pacientes foi realizada através do protocolo clinico
desenvolvido para este estudo e esta apresentada nas tabelas 11, 12, 13, 14. O

diagnostico clinico dos pacientes esta apresentado tabela 8.

Tabela 8. Diagnostico clinico dos pacientes.

Grupos NuUmero de Observacdes
casos
I Sindrome de Sotos 15
Il Sindrome de Weaver 5
Il Demais 7 sindrome de Beckwith-Wiedemann (2 Casos)

Macrossomias
sindrome Bannayan-Zonana (2 casos)

macrossomia ndo definida (3 casos)
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GRUPO 1 - sindrome de Sotos
A SS foi diagnosticada em 15 pacientes estudados. A proporcdo sexual foi de
1H:1,3M e a media de idade dos pacientes foi de 8,8 a (+/- 5a). As principais

caracteristicas dos probandos constam da tabela 9.
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Tabela 9. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Sotos da presente casuistica e da literatura.

Sinais Clinicos Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Frequéncia Freqiiéncia

1 2 3 4 7 8 11 13 14 15 21 22 23 24 25 % %
Crescimento
Peso elevado ao i N ? i + i 2 i N i i + + N + 53 84
nascimento
Crescimento
superior ao normal -  + + + + + - + + + + + + + + + 93 97
alta estatura
Idade Gssea
avancada emrelagdo  + + - + + - ? + - ? + ? ? ? + 70 79
a idade
Maos e pés grandes + + + - + - + + - + + + + + + 80 83
Desenvolvimento
Atraso no
desenvolvimento + + + + + + + + + + + + + + + 100 84
neuropsicomotor
C_:oordenagao mgtora + + ? + + - + + + + + + + + + 92 72
fina comprometida
Dificuldades
respiratorias e de + i i " " N i " N i + ? i i N 45 44

alimentacéo no
periodo neonatal

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002
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Tabela 9. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Sotos da presente casuistica e da literatura. (Continuacao)

Sinais Clinicos Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Caso Frequiéncia Freqiiéncia’

1 2 3 4 7 8 11 13 14 15 21 22 23 24 25 % %
Craniofacial

Macrocrania + + + + + + + + + + + + + + + 100 90
Dolicocefalia + + + + + - + + + - + - + + + 80 85
Implantagdo do
cabelo na regido + + + + + - - + - + + - + + + 73 94
frontal elevada
Frontal saliente e + + + 4 + + 4 + 4 4 + 4 + + + 100 96
largo
Hipertelorismo + + + + + + ) + i + + + i i ) 60 92
ocular
Fendas palpebrais N + i + + + + + + + + i i + 80 65
para baixo
Mento saliente + - + + + + + + + + + + + + + 93 79
Palato alto e T 2 T -4 78 96
arqueado
Erupcao prematura ) n " n " n " ) + ) n ) ) ) o5 57
dos dentes

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002
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GRUPO 2 - sindrome de Weaver

No grupo 2, onde estdo incluidos os pacientes diagnosticados com SW
foram incluidos 5 pacientes. A propor¢do sexual foi de 1H:1,5M e a média de
idade dos pacientes foi de 8a (+/- 4a). As principais caracteristicas dos

probandos constam da tabela 10.
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Tabela 10. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Weaver da presente casuistica e da literatura.

Sinais Clinicos Caso Caso Caso Caso Caso  Frequéncia*
9 10 16 19 20 %
Crescimento
Crescimento prenatal excessivo — alta estatura ao nascimento + + + - - 80
Crescimento posnatal excessivo — alta estatura pos-natal + + + + + 85
Idade Gssea avancada em relacdo a idade + + + + + 100

Desenvolvimento

Hipertonia - - - - - 55
Hipotonia + + + + + 27
Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor + + + + + 100
Choro rouco e grave - ? - ? - 82
Craniofacial
Frontal saliente e largo - + + + + 94
Regido occipital achatada - + + + - 54
Orelhas grandes + - - + + 88
Hipertelorismo ocular - + - - - 100
Filtro longo ou proeminente - - - - - 71
Micrognatia relativa + + - + + 89

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002



Tabela 10. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Weaver da presente casuistica e da literatura. (continuacéo)

Sinais Clinicos Caso Caso Caso Caso Caso  Frequéncia*
9 10 16 19 20 %
Membros
Camptodactilia - - - - - 68
‘Pads’ digitais proeminentes - - - ? - 66
Unhas finas, bastante convexas e encravadas - + - + - 90
Polegares alargados - + - - - 66
Clinodactilia em artelhos - - - + + 80
Extensdo reduzida de cotovelo ou joelho - - - ? - 76
Ossos longos com porc¢éo distal alargada + + ? ? - 88
Deformidade em pés: em varo, em valgo, metatarso aduzido + + + + - 70
Outros

Pele redundante e frouxa - - - + + 91
Hérnia umbilical ou diastese de retos abdominais - - - ? - 70
Hérnia inguinal - - - ? - 28
Mamilos invertidos - - + ? - 75

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002
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Grupo 3 — Demais Macrossomias

O grupo 3 foi composto dos pacientes com outras sindromes macrossoémicas e de
pacientes sem diagnoéstico definido. Neste grupo foram incluidos 2 pacientes com a
SBW, 2 pacientes com a SBZ e 3 pacientes com macrossomias indefinidas.

Os pacientes com SBW apresentavam a proporcao sexual de 1H:1M e a média
de idade de 1,9a (+/- 1,2a). J& os dois pacientes que apresentavam a SBZ eram do sexo
masculino e foram diagnosticados mais tardiamente com média de idade de 12,4a (+/-
1,3a). Quanto aos pacientes que apresentavam sindromes macrossdmicas indefinido,
estes apresentavam proporc¢do sexual de 2H:3M e média de idade de 7,7a (+/- 4,3a). As

principais caracteristicas dos probandos esta na tabela 11 e 12.



Tabela 11. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Beckwith-Wiedemann da presente casuistica e da literatura.

Sinais Clinicos Caso Caso Frequéncia*
6 26 %
Um ou mais membros da familia com diagnostico clinico de SBW ou historia + -
de aspectos sugestivos para SBW
Crescimento
Macrossomia + + 33
Prematuridade + +
Idade 0ssea avancada em relacdo a idade + ? 21
Tumor embrionario: Tumor de Wilms, Hepatoblastoma, Rabdomiosarcoma ? -
Desenvolvimento
Polidramnio - -
Hipoglicemia neonatal ? + 30
Craniofaciais
Macroglossia 82
Fenda de palato - -
Facie caracteristica: hipoplasia de face media e prega em regido de palpebra + +
inferior
Sulcos na parte anterior do I6bulo da orelha / pits em regido posterior de hélice + - 38

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002
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Tabela 11. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Beckwith-Wiedemann da presente casuistica e da literatura.
(Continuacéao)

Sinais Clinicos Caso Caso Frequéncia*
6 26 %
Orgdos Internos

Hemihiperplasia definida como crescimento assimétrico de regides do corpo - + 13

Cortex adrenal com células gigantes a histologia ? -

Anormalidades renais incluindo anormalidade estrutural, nefromegalia; nefrocalcinose - - 23

Onfalocele ou hérnia umbilical - + 75

Diéstese de retos abdominais + -

Visceromegalia + + 23

Malformacdes vasculares de aspecto capilar + - 16

Cardiomegalia / anomalia cardiaca estrutural / raramente cardiomiopatia - - 16

Pele
Nevos hemangiomatoso plano em face + +

Gemelaridade monozigo6tica - -

* Morretti-Ferreira, 1995; Cohen, 2002; Rimoin et al. 2002



Tabela 12. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Bannayan-Zonana da presente casuistica..

Sinais Clinicos Caso Caso
17 25
Crescimento
Alta estatura ao nascimento - +
Altura de adulto normal - +
Peso de nascimento maior que 4 Kg - +
Craniofacial
Macrocefalia + +
Fissuras palpebrais inclinadas para baixo + -
Pseudopalpiloedema ? -
Corpo caloso alargado a neuroimagem ? -
Estrabismo ? +
Térax/Abddmen
Mamilos supra-numerarios - -
Pele
Acantose nigrans - +
Maculas café-com-leite em pele - +
Angioqueratoma - ?
Maculas + ?




Tabela 12. Principais caracteristicas dos pacientes com sindrome de Bannayan-Zonana da presente casusistica. (continuacao)

Sinais Clinicos Caso Caso
17 25
Orgaos Internos
Pélipos hamartomatosos em colon ?
Intussuscepcao intestinal - ?

Sangramento retal - -

Pélipos hamartomatosos no ileo - -

Lipomas - ?

Hemangiomas - -

Tireoidite de Hashimoto

NN
1

Tumor tireoidiano de células foliculares

1
-~

Meningiomas

Genitélia

Hipercrominas em glande ou no pénis Hipotonia + -

Neuroldgicos

Convulsdes -

Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor ?

Atraso no desenvolvimento da fala -

+ [+ |+ ]|+

Retardo mental leve ou moderado -
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Alguns pacientes, no momento da avaliacdo, alguns casos ndo apresentavam
macrossomia. Estes casos foram incluidos no estudo por apresentarem macrossomia em
outros momentos de seu desenvolvimento, como ao nascimento, este fato pode ser
analisado por cartBes de nascimento ou cartdes médicos que continham informacdes de
outras fases do desenvolvimento do pacientes. Outros casos, ndo se apresentavam acima
do normal em todos os tdpicos (crescimento, peso e perimetro cefalico), mas sim apenas
um deles, estes fatores somados a outros sinais clinicos caracteristicos de sindromes

macrossémicas incluiam estes casos em nosso grupo de estudo.
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4.2 ANALISE DE MICRODELEGCOES

A triagem de microdelecdes no gene NSD1 foi realizada em 16 nucleos
familiares a fim de pesquisar uma heranca ndo balanceada na regido cromossomica do
gene NSD1. Dos 27 casos estudados, 10 ndo apresentavam nucleo familiar completo
(mée, probando e pai), ndo sendo possivel a andlise de microdelecdes por
microssatélites nestes casos. Cabe explicar que o estudo analisou 26 ndcleos familiares
que continham 27 probandos, pois um dos nucleos familiares apresentou gemelaridade.

A metodologia sugerida por Douglas et al. (2003), incluia 9 marcadores
microssatélites polimorficos (MP) dentro e ao redor do NSD1, mas neste estudo foi
possivel a utilizacdo de apenas 6 destes marcadores, pois 3 deles apresentaram
problemas de amplificacdo ndo sendo possivel a realizacdo das analises.

Né&o foram encontradas microdele¢6es em nenhum dos 17 probandos.

Cada marcador molecular foi analisado em todas as 16 familias disponiveis e
para isso necessitou de pelo menos 3 géis de poliacrilamida nomeados em a, b e c.
Assim, em cada gel, as familias foram genotipadas e enumeradas de acordo com seu
peso molecular obtendo ao final da analise um namero de alelos especifico para o gel
analisado.

Desta forma, uma vez os géis nomeados e genotipados foi possivel numerar 0s
alelos e inserir estes dados no heredogramas familiares (figura 7), obedecendo a ordem
dos marcadores conforme proposto. Assim, por exemplo, para a familia 1, marcador
SOT 1 e gel a, a mée apresentou os alelos 6,8 — a; o probando, 3,6 —a e o pai, 3,6 — a.
Este esquema de analise, possibilita correlacionar o heredograma estudado e o gel em

que as familias foram analisadas.
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Os alelos encontrados nos individuos das 16 familias com macrossomias assim
como seus respectivos heredogramas estdo demonstrados na figura 12 e a

fotodocumentacdo dos géis esta apresentada no Anexo IV: Resultados moleculares.
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FIGURA 6: Heredograma das familias estudas e genotipagem para os marcadores SOT 1,
SOT10, SOT11, SOT12, SOT13, SOT17; os nimeros no interior do heredograma identificam as
amostras; a sequéncia dos marcadores obedece a ordem conforme familia 1e as letras a,b,ce d
identificam o gel de poliacrilamida utilizado.
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FIGURA 6: Heredograma das familias estudas e genotipagem para os marcadores SOT 1, SOT10, SOT11,
SOT12, SOT13, SOT17; os nimeros no interior do heredograma identificam as amostras; a sequéncia dos
marcadores obedece a ordem conforme familia 1le as letras a, b, ¢ e d identificam o gel de poliacrilamida
utilizado. (CONTINUAGAO)
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4.3. ANALISE DOS EXONS DOS GENES NSD1 E PTEN ATRAVES DO
SEQUENCIAMENTO DIRETO

No presente estudo, foram seqlienciados 70 % do gene NSD1 e 80% do gene
PTEN em 27 probandos que apresentaram hipotese diagndstica ou diagnostico para
sindrome macrossémicas. Apds, 0 seqlienciamento direto e andlise pelos conjunto de
softwares Phred/Phrap/Consed foram encontradas 10 mutacdes em 12 pacientes
distintos para o gene NSD1 e 1 mutacdo em apenas 1 paciente para o gene PTEN
Foram utilizados, para o gene NSD1 os iniciadores especificos que
flanqueiam os éxons de 2 a 23, delineados por Rio et al. (2003) e os éxons de 1 a 9 do
gene PTEN, o qual delineamos utilizando o software on line Primer3
<http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi>. As temperaturas de
anelamento de cada iniciador foram atingidas realizando-se testes com PCRs com
temperaturas de anelamento gradiente, quando ndo foi atingido uma concentracdo de
produto de PCR satisfatdria (demonstrada pela qualidade das bandas no gel de agarose
2%) foi modificada a concentracdo de MgCl, e DMSO das reagbes. Apesar das
modificacbes nos protocolos de PCR nédo foi possivel realizar o sequenciamento em
todos os exons dos genes NSD1 e PTEN, pois em alguns casos (cerca de 30% do gene
NSD1 e 20% no gene PTEN) a PCR ou ndo produzia concentracdo de DNA suficiente
ou nao havia amplificacdo da seqliéncia alvo. Nestes casos as condi¢des da PCR foram
alteradas, na tentativa de otimizar a PCR, mas isto ndo ocorreu. Em outros casos a PCR
apresentava inumeras “bandas” inespecifica, quando visualizadas no gel de agarose,
mais uma vez as condi¢bes de PCR foram alteradas, mas ndo houve sucesso. Nestes
casos, foi utilizado produtos que tem por objetivo a purificacdo do produto de PCR
(ExoSap-IT — USB corporation), mas também ndo obteve-se resultados satisfatérios.

para a reacdo de sequenciamento ou produzia inumeras bandas inespecificas. As
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condicdes de PCR e quais iniciadores apresentaram resultados satisfatérios que
permitiram o sequenciamento, podem ser observadas na tabela 13.

Tabela 13. Padronizacao das condigdes das PCRs dos jogos de primer dos genes NSD1
e PTEN

Nome Forward Reverse Temperatura Volume de Adicao de Sequienciamento
Padréo MgCl, (ul) DMSO Possivel
(1,5ul)
NSD1 2A 57 54,7 55 1,00 N&o Sim
NSD1 2B 53,6 57 55 0,75 Nao Sim
NSD1 2C 54,6 52,6 54 0,75 Néo Sim
NSD1 2D 54,2 54,2 54 0,75 Nao Sim
NSD1 3 53,1 51,7 52 1,25 N&o Sim
NSD1 4 54,3 54,8 54 0,75 Nao Sim
NSD1 5A 52,4 53,8 53 1,50 Sim Sim
NSD1 5B 53,8 52,4 53 0,75 Nao Nao
NSD15C 56,5 52,4 55 1,25 Néo Sim
NSD1 5D 53,2 54,9 54 0,75 Nao Sim
NSD1 5E 53,3 57,3 55 0,75 Nao Nao
NSD1 5F 55,6 56,9 56 1,50 Sim Sim
NSD1 5G 52,4 54,8 53 0,75 Néo Sim
NSD1 5H 56,8 55,2 56 1,50 Sim Sim
NSD1 51 52,1 53,5 53 0,75 Nao Nao
NSD1 5J 52,1 56,7 55 0,75 Nao Nao
NSD1 5K 51,6 47,3 50 0,75 Néo Sim
NSD1 6 54,3 49,8 52 1,00 Néo Sim
NSD1 7 54,3 54 52 0,75 Néo Sim
NSD1 8 52,3 53,4 53 0,75 Nao Sim
NSD1 9 55,5 57,8 56 1,50 Sim Néao
NSD1 10 52,7 56 55 0,75 Nao Nao
NSD1 11 54,9 55,6 55 0,75 Néo Sim
NSD1 12 56,3 53,5 55 1,00 Nao Sim
NSD1 13 54,1 53,3 53 0,75 Néo Sim
NSD1 14 52 54,2 53 0,75 Nao Sim
NSD1 15 55,1 56,9 56 0,75 Néo Sim
NSD1 16 51,1 54 51 1,50 Sim Sim
NSD1 17 52 57,7 55 0,75 N&o Sim
NSD1 18 55,2 54,6 56 0,75 Néo Sim
NSD1 19 57,8 54,5 56 0,75 Nao Sim
NSD1 20 53,7 54,2 54 0,75 Nao Sim
NSD1 21 54,5 57,3 55 1,00 N&o N&o
NSD1 22 54,9 55,6 54 0,75 Nao Sim
NSD1 23A 57,4 55,4 56 0,75 Nao Nao
NSD1 23B 55,9 56,6 56 0,75 Nao Sim
NSD1 23C 52,9 56,3 56 0,75 N4o Sim
NSD1 23D 55,9 56,1 56 0,75 Néo Nao
NSD1 23E 56,5 57,3 56 1,50 Sim Sim
NSD1 23F 53,7 54,7 54 0,75 Nao Nao
PTEN 1 54,3 54,8 52 1,50 Sim Sim
PTEN 2 53,3 55,9 54 0,75 Nao Sim
PTEN 3 51,2 55,4 54 0,75 Nao Sim
PTEN 4 51,7 51,5 52 1,50 Sim Nao
PTEN 5 50,8 54,5 52 1,50 Sim Sim
PTEN 6 56,6 52,3 54 0,75 Nao Sim
PTEN 7 53,2 55,3 54 0,75 Nao Sim
PTEN 8 53,3 54,9 54 0,75 Nao Sim

PTEN 9 53,3 53,6 54 0,75 N&o N&o
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As mutacdes encontradas estdo descritas e caracterizadas na tabela 14 e nas
figuras 7 e 8. A apresentacdo dos eletroferogramas de cada mutacéo consta do Anexo V:
Resultados moleculares.

Tabela 14. Mutagdes encontradas nos genes NSD1 e PTEN.

Mutacéao Mudanca na Exon Paciente Grupo
Proteina Fenotipico

Gene NSD1
23C>A P8Q 2 26 3
210-11insT frameshift 2 6 3
943A>G K316E 3 18 3
1128C>A A3TTA 4 i ‘I’
1157T2>A F387Y 4 5 3
1178delA frameshift 4 3 1
2690-91insG frameshift 5 8 1
3607-08insG frameshift 5 2 1
13 1
. 23 1
3693delG frameshift 5 20 5
8 1
4305-06insA frameshift 9 4 1

Gene Pten

1972-73insG frameshift 7 11 1
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Figura 7. Representagdo esquematica do gene NSD1, seus dominios (cinza) e as mutac6es
encontradas neste estudo. Mutag6es encontradas em pacientes do grupo 1 — sindrome de Sotos

(vermelho), mutagdes encontradas no grupo 2 — sindrome de Weaver (verde) e mutacfes encontradas no
grupo 3 — demais macrossomias (azul).
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Figura 8. Representagdo esquematica do gene PTEN, seus dominios (cinza) e a mutacdo encontradas no
grupo 1 — sindrome de Sotos (vermelho).
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Discussao
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No presente estudo, foram incluidos 26 nucleos familiares que continham 27
probandos e diagndstico para sindromes macrossdmicas. Deste grupo amostral, 15 séo
trios completos (mée, probando, pai), 1 nicleo familiar com mée, probandos (gémeos
monozigdticos) e pai e dez sdo nucleos familiares incompletos com a auséncia de mae,
pai ou ambos.

Foi realizada analise clinica em 27 pacientes que apresentaram 4 sindromes
macrossomicas diferentes e foram classificados em 3 grupos distintos, grupo 1 —
sindrome de Sotos (15), grupo 2 - sindrome de Weaver (5) e grupo 3 — Demais
sindromes macrossdmicas: sindrome de Beckwith-wiedemann (2) e sindrome de
Bannayan-Zonana (2), além de 3 pacientes que apresentavam caracteristicas
macrossomicas mas ndo apresentavam um definido. Os pacientes foram encaminhados
ao nosso servico por apresentarem dificuldades escolares crescimento excessivo e, em
alguns casos, dismorfologia.

A andlise clinica, dos pacientes com SS (15), mostrou que nossos dados estdo
em acordo com a literatura, com as freqliéncias de sinais clinicos préxima as relatadas
por Turkmen et al. (2003) e Tatton-Brown et al. (2005, 2006).

No grupo amostral, do presente estudo, foram descritos 5 pacientes com SW, a
analise dos dados obtidos através da andlise clinica, nos mostrou que estes pacientes
apresentam a freqiiéncia de sinais clinicos proxima as relatadas por Morretti-Ferreira
(1995) e pelo estudo de VVoorhoeve et al. (2002). Da mesma forma, os casos com SBW
e SBZ apresentavam os sinais clinicos relatados na literatura (Graham & Rimoim, 2002;
Weksberg et al. 2005)

Todos os pacientes apresentaram algum tipo de déficit cognitivo, que ndo foi
mesurado. Dos casos analisados, 62% dos casos apresentaram perimetro cefalico acima

do percentil 98 e 74 % aprentaram estatura acima do percentil 90.
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Como parte das analises moleculares realizadas foi feita a analise de
microdelecdes na regido 5035 em todos os pacientes, utilizando 6 marcadores
microssatélite. Depois de cumprida todas as etapas laboratoriais os géis de
poliacrilamida foram analisados e genotipados a fim de verificar se havia ou ndo
microdelecdo nessa regido.

Assim a partir dos resultados obtidos da leitura e interpretacdo dos géis, foi
concluido que nenhum probando das 16 familias analisadas apresentou microdelecéo na
regido 5035 para os marcadores estudados, fato este que ndo exclui a presenca de
microdelecdes correlacionada as sindromes macrossémicas.

Opondo-se aos resultados obtidos por Kurotaki cols. (2003) e Douglas (2003)
que observaram frequéncias diferentes de microdelecdes em pacientes japoneses com
SS (52%) e europeus (5%), neste estudo ndo foram encontradas microdelecdes
utilizando a metodologia sugerida por Douglas et al. (2003). Entretanto, a metodologia
sugerida por Douglas et al. (2003), apresenta os MP a uma distancia relativamente
grande, e este fato contribui para a ndo deteccdo de microdelecfes em apenas poucos
exons. Além disso, os pacientes de nossa amostra, podem apresentar mutagdes pontuais
no gene NSDI1, caracteristica mais freqiente que microdelecbes em populagdes
européias ( em média 63%). Em estudo recente realizado por Fagali et al. (2006) e
apresentado no 52° Congresso Brasileiro de Genética, 40 pacientes com SS foram
submetidos a técnica de Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA),
por ser mais sensivel e capaz de detectar microdelecdes em apenas um exon do gene.
Este estudo achou uma frequéncia de 2/40 microdegdes em parciais no gene NSD1.

Ap0s a realizacdo de investigacdo para detectar microdele¢fes no gene NSD1 e
em suas regides flanqueadoras, iniciou-se analise a procura de mutacfes tanto no gene

NSD1 quanto no gene PTEN. Além de procurar mutacdes, foi realizada também a
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procura por marcadores de moleculares que pudessem ajudar no diagnostico molecular
das sindromes macrossomicas.

Foram sequenciados 70 % do gene NSD1 em 27 probandos que apresentaram
hipdtese diagnostica ou diagndstico para sindrome macrossémicas. Apos, 0
sequenciamento direto e analise pelo conjunto de softwares Phred/Phrap/Consed foram
encontradas 10 mutagdes em 12 pacientes distintos para o0 gene NSD1

Apesar de ndo analisar o gene NSD1 em sua totalidade, a freqiiéncia de
mutacdes encontradas, nos pacientes com SS (50%), esta proxima aos valores relatados
em estudos realizados por Douglas et al. (2003),70% , Rio et al. (2003), 61% , Turkmen
et al. (2003), 90% e Cecconi et al. (2005), 66%. Acredita-se que com 0 aumento do
grupo amostral estudado e com a adequacgdo das técnicas descritas por Douglas et al.
(2003), este valor se torne mais proximo aos relatados nos estudos supracitados.

Das dez mutagdes encontradas no gene NSD1, apenas 1 delas esta localizada em
um importante dominio do gene (mutacdo 1128C—>A) o dominio PWWP-II, por ser
uma alteracdo que ndo muda o aminodacido associado a proteina essa alteracdo ndo € a
responsavel pelo fenétipo macrossémico dos pacientes que apresentaram essa mutagdo
(caso 1 — grupo fenotipico 1 e caso 5 — grupo fenotipico 3). Ao contrario desta alteracéo,
o restante das mutacGes ndo estdo localizadas em dominios da proteina, porém elas néo
sdo sinbnimas e causam alteracdo na proteina. As mutagfes 23C>A, 943A->G e
1157T>A alteram o aminoacido original da proteina, porém deverd ser realizado
estudo populacional e avaliagdo dos pais para a confirmagdo destas alteragdes como
mutacdes e ndo como polimorfismos normais na populagéo.

J& as mutagdes 210-11insT, 1178delA, 2690-91insG, 3607-08insG, 3693delG e
4305-06insA, apesar de ndo estarem presentes em dominios da proteina em questao, por

inserirem ou deletarem apenas um nucleotideo, geram codons de parada pelo fato de
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modificarem o quadro de leitura dos codons do RNAm. Estes codons de parada ndo
acontecem exatamente no local da mutacdo, mas subseqiiente ao local alterado. Por
estas mutagdes estarem no inicio e meio da transcricdo impedem que a sintese da
proteina seja concluida e consequientemente impedem a sintese de importantes dominios
como o PHD-finger, responsavel pela ligacdo da proteina ao DNA e SET, responsavel
pela interagdo proteina-proteina. A alteragdo, ou eliminacdo destes dois dominios
inutilizam o receptor nuclear gerado pelo gene NSD1, que se caracteriza por ser um
fator regulador da transcri¢éo génica.

Por fim, foi sequenciado cerca de 80% do gene PTEN em 27 probandos que
apresentaram hipotese diagnostica ou diagnostico para sindrome macrossémicas. Apos,
0 seqlienciamento direto e andlise pelos conjunto de softwares Phred/Phrap/Consed foi
encontrada 1 mutacGes em 1 pacientes.

A mutacdo encontrada estava presente no exon 6 deste gene e se caracteriza pela
inser¢do de guanina na posicdo 1972-73 do DNA, esta mutacdo modifica o quadro de
leitura neste gene e causa um cdédon de parada, prejudicando a sintese protéica e
impossibilitando a criacdo dos dominios desta proteina.

N&o existe relato na literatura de uma mutacdo neste gene em pacientes com
diagndstico de SS, este fato vem corroborar com as idéias que Vvarios genes estdo
ligados com o fendtipo macrossémico. Outro estudo, desenvolvido por Baujat et al.
(2004), também correlaciona outras regifes génicas (11pl5), até entdo ligadas ao
fendtipo de Beckwith-Wiedemann, como provavel etiologia para a SS. Assim, outros
genes, além dos j& mencionados neste e em outros estudos, devem estar ligados com a
etiologia das sindromes macrossdmicas, ja que em nenhum dos estudos até o momento,

foi possivel determinar a causa destas sindromes em todos 0s casos estudados.
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Apenas duas alteracdes foram relatadas em mais de um paciente, a mutacdo
1128C->A, que ndo confere alteracdes protéicas e desta forma nao pode ser relacionada
ao fendtipo macrossémico dos pacientes analisados e a mutacdo 3693delG. Esta
mutacéo, localizada no exon 5, o maior dos exons do gene NSD1 e onde esta relatado o
maior nimero de mutagfes, causa um codon de parada 26 codons a frente do ponto
mutado, assim ela impede a formacdo dos principais dominios do receptor nuclear
gerado pelo NSD1. Um fato interessante é que ela esta presente tanto em pacientes com
SS (casos 8, 13 e 23) como em um dos pacientes de SW (caso 20). Este fato corrobora
com a afirmacgdo de Baujat et al. (2005), que o que faz a dificuldade do diagndstico das
sindromes macrossdmicas a grande sobreposicdo de sinais clinicos e mais recentemente
isso pode ser demonstrado pela sobreposi¢do molecular.

Também vale ressaltar que deve haver outros fatores génicos causando o
fendtipo macrossdémico, principalmente na SS. Isso pode ser confirmando nos casos 23
e 24, que sdo provenientes de uma gestacdo com gemelaridade. O caso 23 apresenta a
mutacdo 3693delG e o caso 24 ndo apresenta esta mutacdo. A zigozidade destes casos
néo foi estudada.

Em nossa amostra existiam dois pacientes com diagnostico de Beckwith-
Wiedemann (casos 6 e 26) e ambos passaram pela avaliagdo molecular, seja pela busca
de microdelegdes, seja pelo seqiienciamento direto. Corroborando com os estudos de
Baujat et al. (2005) ambos apresentaram alteracbes no gene NSD1, ndo é possivel
apenas com estas avaliacdes afirmar que esta seja o fator etioldgico para a sindrome em
questdo, assim estes pacientes irdo passar por avaliagdo na regido 11p15, classicamente

ligada a esta afeccéo.
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O ndo termino dos estudos, nos genes propostos, ocorreu pela impossibilidade da
reproducéo das técnicas utilizadas por Douglas et al. (2003), na populacéo brasileira e a
ndo funcionalidade dos iniciadores sintetizados para os genes NSD1 e PTEN.

Algumas hipoteses podem ser sugeridas: a) os iniciadores apresentarem algum
erro durante sua sintese, e desta forma deverdo ser re-sintetizados; os iniciadores
estarem em uma regido deletada, regido ndo detectada pela analise de microdelecoes;
alguns iniciadores estarem em regides alteradas por mutacéo, fato este que impediria 0
anelamento especifico dos iniciadores.

O gene PTEN, até entdo, ndo apresentou alteracbes nos casos 17 e 25, que
apresentam diagnostico de Bannayan-Zonnana. Entretanto, um caso de SS (caso 11)
apresentou a mutacdo 1972-73insG, que causa um cddon de parada 3 codons
subsequentes a alteracdo, gerando uma proteina truncada. Sao nescessarios mais estudos
com o probando e sua familia para afirmarmos que esta alteracdo gerou o fendtipo
macrossémico, mas este dado inédito nos mostra, que outros genes podem estar
envolvidos com as sindromes macrossémicas, ndo necessariamente diretamente, mas
controlando regides promotoras de transcri¢do , por exemplo. Desta forma, podem estar
intimamente relacionados, gerando uma rede de controle que envolve os mecanismos de

desenvolvimento, crescimento e maturagdo cognitiva do individuo.
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Conclusdo
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As sindromes macrossémicas apresentam grande similaridade e sobreposicao,
quanto aos sinais clinicos e as caracteristicas moleculares (JONES et al., 1994;
BAUJAT et al., 2005). Uma avaliacdo clinica dos pacientes foi realizada e, além disso,
os dois principais genes ligados as sindromes macrossémicas, NSD1 e PTEN, foram
analisados.

No presente estudo foi possivel descrever novas mutacGes que geram o fendtipo
macrossOmico e motivam novos estudos para verificar se estas alteracfes estdo
presentes somente na populacao brasileira

Né&o foram encontradas microdele¢des no gene NSD1, entretanto foram descritas

dez novas mutacBes neste gene. Além disso, foi descrita uma mutacdo no gene PTEN,
que pode estar ligada a SS.
Através da analise de microssatélites polimorficos foi possivel a exclusdo de
microdele¢des que abrangecem grande parte do gene NSD1, isto ndo excluiu a presenca
de microdelegdes de poucos exons, que podem gerar o fendtipo macrossdmico. A
técnica utilizada por Fagali et al. (2006) pode ser aplicada em nosso pacientes em
estudos futuros para descartar a delecdo em regides codificantes e que ndo foram
analisadas pela técnica que utiliza microssatélites polimorficos.

Nao foi possivel correlacionar gendtipo/fendtipo, nos casos analisados neste
estudo, pois as mutagcdes encontradas estavam localizadas em regides bem préximas
uma das outras e de maneira geral estas muta¢@es tinham por caracteristica a criacdo de
condons de parada que impediam a sintese dos dominios protéicos.

Encontrar formas mais simples de realizar o diagnostico macrossémico é
importante para diminuir o numero de casos subdiagnésticados e poder realizar uma
consultoria genética mais segura e confiavel. Assim, concluimos que a metodologia

utilizada neste trabalho, para a analise de mutacdes (realizar o sequenciamento direto
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em todos os exons dos genes NSD1 e PTEN), ndo serd viavel para a utilizacdo no
Sistema Unico de Sautde (SUS), por se tratar de uma metodologia extremamente cara e
laboriosa. Sugerimos a utilizagdo de uma técnica de triagens de mutacdo anterior ao
sequenciamento direto, como, por exemplo, SSCP ou DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis), o que eliminara o seqtienciamento de regides sem a possibilidade de

mutacdes.
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Hustrissimo Senhor

Prof. Dr. Danilo Moretti-Ferreira
Departamento de Genética do
Instituto de Biociéncias de Botucatu

Prezado Dr. Danilo

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o projeto de pesquisa intitulado
“Andlise molecular de pacientes com macrossomia”, de autoria de Gustavo Henrique Vieira,
orientado por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favoravel, aprovado em reunido do
CEP de 08/11/2004.

O CEP esclarece que mesmo se tratando de Genética Humana, o projeto ndo tem necessidade
de envio a CONEP, pois cumpre as normas da Resolugdo 340 de 08/07/2004.

Situacdo do Projeto: APROVADO.

Alberto Santos Capelljippi
Secretario do CEP
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Servico de Cx.P.529 18618-000 Botucatu/SP

Agggggg’gmenta E-Mail: sag@fmb.unesp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

No6s estamos convidando vocés a participarem do projeto de pesquisa do Servico de Aconselhamento
Genético (SAG) — UNESP - Botucatu intitulado “Analise molecular em pacientes com macrossomia” e
gostariamos que vocés soubessem que:

- participar deste projeto é uma opgéo de voceés, vocés podem decidir participar deste projeto ou ndo;

- caso vocés decidirem ndo participar ou desistirem de participar a qualquer momento vocés ndo perderéo
nenhum beneficio ou tratamento que estiverem fazendo nesta institui¢ao;

- se vocés decidirem participar gostariamos de informar-lhes que:

a) Serdo coletados 5ml de sangue (2 colheres de sopa) do paciente e seus pais, nos quais sera realizado
uma busca por mutac¢Ges nos genes NSD1, PTEN e quanto a presenca de microdele¢des cromossémicas.
b) A coleta de sangue pode causar algum desconforto fisico e existe uma chance de ocorrer uma mancha
roxa (hematoma) na regido da coleta.

¢) Os resultados deste estudo talvez ndo sejam de beneficio imediato para vocé ou sua familia.

d) Vocés estardo colaborando para aumentar 0 nosso conhecimento sobre as possiveis causas das Doencas
Macrossdmicas.

e) O material bioldgico (DNA) serd armazenado em nossos bancos de estoque e podera ser usado em
futuras pesquisas em genes, relacionados com macrossomias, que venham a ser descobertos, diante de
nova aprovacao pelo CEP e CONEP, desde que seja autorizado por voces.

e) Os resultados poderdo demorar meses para ficarem prontos.

f) Assim que existam resultados, estes serdo apresentados a vocés pelos médicos do SAG e serd
garantido, nesta entidade, o aconselhamento genético e acompanhamento clinico sem qualquer custo.

g) Os resultados deverdo ser publicados em revistas cientificas que circulam entre os profissionais da
salide que tenham interesse nesta area.

h) Sempre que ocorrerem publicagdes cientificas a sua identidade e do seu filho serd mantida em absoluto
sigilo.

i) Somente pesquisadores envolvidos com o projeto terdo acesso aos dados completos, ndo sendo
permitido, em nenhuma hipétese, o acesso dos dados por terceiros.
j) Todos os resultados de exames moleculares estardo disponiveis no prontuario do paciente no Servico de
Aconselhamento Genético de Botucatu.

Eu, portador do R.G. n°
(responsavel pelo paciente) concordo em participar do projeto de pesquisa “Analise molecular dos genes
NSD1 e PTEN em pacientes com diagndstico clinicos de macrossomia”. Declaro haver recebido as
devidas explicacBes sobre o referido projeto, estar ciente sobre os itens acima mencionados e minha
participagdo é voluntéria por opgdo propria.

Nome do Paciente: Data: / /

Assinatura
Nome do responsavel:

Responsavel pela pesquisa: Gustavo Henrique Vieira

Fone: (14) 3815-3131 (14)3814-0473

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

Botucatu/SP — CEP:18.600-000
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. "A . Depto. de Genética - Inst. de Biociéncias - UNESP
. Tel. (14) 3811-6016 Fone/Fax (14) 3815-3131
Servico de Cx.P.529 18618-000 Botucatu/SP

Agggggg’gmenta E-Mail: sag@fmb.unesp.br
Anélise Molecular em Pacientes com Macrossomias
Data: [
Nome:
Registro: SAG :
Data de Nascimento: [/ / Idade:
DADOS PRE-NATAIS
Diabetes Melitus Materno: Sim () Na&o () Diabetes Gestacional: Sim () N&o ()
Glicemia:
Necessidade de dieta para controle glicémico:  Sim () Nao ()
Insulina:  Sim () Nao () Em que periodo da gestacao:
DADOS DE NASCIMENTO
Tipo de Parto: Vaginal ( ) Cesariano ( ) Motivo:
Idade Gestacional: Semanas( )Desconhecida ( ) Pré-Termo ( ) A Termo ( ) Pds-Termo
Peso ao Nascimento: Percentil: Desconhecido ( )
Estatura: Percentil: Desconhecido ( )
Perimetro Cefalico: Percentil: Desconhecido ( )
MEDIDAS ANTROPOMETRICAS (Curvas em anexo): Data: I
Peso: Percentil:
Estatura: Percentil:
Perimetro Cefalico: Percentil:
Idade Ossea (GP) : a m Data: I Idade Cronoldgica: a
Estatura do Pai : Percentil: Desconhecido ( )
Perimetro Cefélico do Pai: Percentil: Desconhecido ( )
Estatura da Méae : Percentil: Desconhecido ( )
Perimetro Cefélico da mée: Percentil: Desconhecido ( )
Tomografia Computadorizada de Cranio:  Sim ( ) N&o () Data: I
Ressonancia Nuclear Magnética de Cranio: Sim ( ) Né&o () Data: I,

Dilatacéo Ventricular: Sim () N&o ( ) Outra Anomalia? :
Neoplasia/ ou Suspeita: Sim () N&o ()
Assimetria Corpdrea: Sim () Né&o ()

Diagndstico Suspeito: () Diagnéstico Definido: ()
Qual?

Responsavel pela Pesquisa: Gustavo Henrique Vieira
Responsavel Clinico: Daniel Rocha de Carvalho
Responsavel Geral: Prof. Dr. Danilo Moretti — Ferreira



Sindrome de Sotos

Crescimento Frequéncia

%
Peso elevado ao nascimento () 84
Crescimento superior ao normal — alta estatura () 97
Idade 6ssea avancada em relacdo a idade () 79
Mé&os e pés grandes () 83

Desenvolvimento
Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor () 84
Coordenacdo motora fina comprometida () 72
Dificuldades respiratérias e de alimentacdo no periodo neonatal () 44
Craniofacial

Macrocrania () 90
Dolicocefalia () 85
Implantacdo do cabelo na regido frontal elevada () 94
Frontal saliente e largo () 96
Hipertelorismo ocular () 92
Fendas palpebrais para baixo () 65
Mento saliente () 79
Palato alto e arqueado () 96
Erupcédo prematura dos dentes () 57

+  Presente
Ausente
? Né&o Observado



Sindrome de Weaver

Crescimento Frequéncia
%
Crescimento prenatal excessivo — alta estatura ao nascimento () 80
Crescimento posnatal excessivo — alta estatura pds-natal () 85
Idade 6ssea avancada em relacdo a idade () 100
Desenvolvimento
Hipertonia () 55
Hipotonia ) 27
Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor () 100
Choro rouco e grave () 82
Craniofacial
Frontal saliente e largo () 94
Regido occipital achatada () 54
Orelhas grandes () 88
Hipertelorismo ocular () 100
Filtro longo ou proeminente () 71
Micrognatia relativa () 89
Membros
Camptodactilia () 68
‘Pads’ digitais proeminentes () 66
Unhas finas, bastante convexas e encravadas () 90
Polegares alargados () 66
Clinodactilia em artelhos () 80
Extensdo reduzida de cotovelo ou joelho () 76
Ossos longos com porcdo distal alargada () 88
Deformidade em pés: em varo, em valgo, metatarso aduzido ( ) 70
Outros
Pele redundante e frouxa () 91
Hernia umbilical ou diastese de retos abdominais () 70
Hérnia inguinal () 28
Mamilos invertidos () 75
+  Presente
Ausente

? Né&o Observado



Sindrome de Beckwith-Wiedemann

Frequéncia

%
Um ou mais membros da familia com diagndstico clinico de SBW ou histéria de aspectos ()
sugestivos para SBW

Crescimento
Macrossomia () 33
Prematuridade ()
Idade 6ssea avancada em relacdo a idade () 21
Tumor embrionario: Tumor de Wilms, Hepatoblastoma, Rabdomiosarcoma ()
Desenvolvimento
Polidramnio ()
Hipoglicemia neonatal () 30
Craniofaciais
Macroglossia () 82
Fenda de palato ()
Fécie caracteristica: hipoplasia de face media e prega em regido de palpebra inferior ()
Sulcos na parte anterior do I6bulo da orelha / pits em regido posterior de hélice () 38
Orgaos Internos
Hemihiperplasia definida como crescimento assimétrico de regides do corpo () 13
Cortex adrenal com células gigantes a histologia ()
Anormalidades renais incluindo anormalidade estrutural, nefromegalia; nefrocalcinose () 23
Onfalocele ou hérnia umbilical () 75
Diastese de retos abdominais ()
Visceromegalia ()
Malformacdes vasculares de aspecto capilar ()
Cardiomegalia / anomalia cardiaca estrutural / raramente cardiomiopatia () 16
Pele

Nevos hemangiomatoso plano em face ()
Gemelaridade monozigética ()

+ Presente
Ausente
? Né&o Observado



Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel

10

Neonatal Frequéncia

%

Macrossomia () 93

Hidropsia fetal ()

Craniofacial

Macrocefalia () 83

Facie grosseira () 80

Fendas palpebrais inclinadas para baixo ()

Macrostomia/macroglossia () 85

Ma oclusdo dentéria ()

Fenda labial ou de palato () 36

Sulco central em regido inferior ao labio inferior ()

Maos

Polidactilia () 38

Unhas das méos pequenas () 75

Sindactilia cutnea () 47

Torax/Abdémen

Mamilos supra-numerarios ()

Térax excavatum ()

Anormalidades de vértebras/costelas ()

Diastese de musculos reto-abdominais ()

Fosseta coccigea ()

Hérnias umbilical ou inguinal () 60

Genitdlia
Hipospéadia ()
Criptorquidia ()
Orgéos Internos

Anormalidade cardiaca congénita () 37

Arritmia cardiaca ()

Hérnia diafragmatica ()

Hepatoesplenomegalia () 70

Ilhotas de Langerhans hiperplasicas a histologia ()

Displasia cistica dos rins ()

Neurolégicos
Hipotonia ()
Retardo mental () 5
QOutros
Idade 6ssea avancada em relacdo a idade () 50
morte neonatal ()

+ Presente
Ausente
? Né&o Observado
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Syndrome de Bannayan-Zonana / Bannayan-Riley-Ruvalcaba

Crescimento

Alta estatura ao nascimento ()
Altura de adulto normal ()
Peso de nascimento maior que 4 Kg ()
Craniofacial

Macrocefalia ()
Fissuras palpebrais inclinadas para baixo ()
Pseudopalpiloedema ()
Corpo caloso alargado a neuroimagem ()
Estrabismo ()

Torax/Abdémen
Mamilos supra-numerarios ()

Pele

Acantose nigrans ()
Maculas café-com-leite em pele ()
Angiogueratoma
Maculas

Orgdos Internos ()
Pélipos hamartomatosos em célon
Intussuscepgéo intestinal ()
Sangramento retal ()
Pélipos hamartomatosos no ileo ()
Lipomas ()
Hemangiomas ()
Tireoidite de Hashimoto ()
Tumor tireoidiano de células foliculares ()
Meningiomas

Genitalia ()

Hipercrdbminas em glande ou no pénis Hipotonia ()

Neuroldgicos

Convulsées

Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor

Atraso no desenvolvimento da fala

Retardo mental leve ou moderado
+

?

~~~—

~—~ N~~~



Outras Macrossomias ou Diagndostico Nao Definido

12

Sinais Clinicos
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Descricoes Clinicas
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CASO 1

A.M.A., sexo feminino, nascida a termo de parto vaginal (37 semanas), de casal
jovens ndo consanguineo, foi encaminhada pelo Servico de Genética do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto para o Servi¢co de Aconselhamento Genético de Botucatu
(SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo
informacdes da mée a gestacdo do proposito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu
pesando 2,890 Kg (<50%), comprimento de 47,0 cm (2.5%) e perimetro cefélico de
33,5 cm (<50%). O proposito, submetido a avaliacdo clinica aos 3 anos e 5 meses,
revelou peso de 19,500 Kg (<97,5%), estatura de 105,0 cm (>97,5%) e perimetro
cefalico de 53,0 cm (>98%). Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora fina e dificuldades
respiratorias e de alimentacdo no periodo neonatal. Quanto aos aspectos craniofaciais
que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia, implantacdo do
cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, fendas
palpebrais para baixo, mento saliente, palato alto e arqueado e erupcdo prematura dos
dentes. Constatou-se, que 0 proposito ndo apresentou peso elevado ao nascimento,
porém, crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes a avaliacdo clinica,
tais como: alta estatura e médos e pés grandes. Foi realizado exame de RNMC que
detectou dilatacdo ventricular. A avaliacdo radioldgica evidenciou na idade cronoldgica
de 3 anos e 5 meses a idade 0ssea de 4 anos e 8 meses. Foi realizada investigacdo de
microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: Foi detectado o polimorfismo 1128C-> A, este polimorfismo nédo é a

causa do fendtipo macrossémico, por nao conferir alteracédo a proteina.
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CASO 2

A.M.D., sexo feminino, nascida a termo de parto cesariano, de casal nédo
consangiineo, foi encaminhada para o Servico de Aconselhamento Genético de
Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN.
Segundo informacBes da made a gestacdo do propodsito foi sem intercorréncias, e 0
mesmo nasceu pesando 3,800 Kg (>97,5%). O proposito, submetido a avaliacdo clinica
aos 10 anos e 6 meses, revelou peso de 82,000 Kg(>97,5%), estatura de 169,0
cm(>97,5%) e perimetro cefalico de 57,0 cm (>98%). Além disso, demonstrou atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e comprometimento da coordenacdo motora fina,
mas ndo apresentou dificuldades respiratorias e de alimentacdo no periodo neonatal.
Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania,
dolicocefalia, implantacdo do cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo,
hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo e palato alto e arqueado. Constatou-
se, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou peso elevado ao nascimento e
crescimento superior ao normal, tais como: alta estatura; idade dssea avancada em
relacdo a idade e méaos e pés grandes. Ndo foram verificados mento saliente e erupcao

prematura dos dentes. Foi realizado exame de TCC que ndo detectou neoplasia ou
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suspeita. A avaliacdo radiologica evidenciou idade Ossea de 13 anos e com idade
cronoldgica de 10 anos e 6 meses. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene
NSD1 e pesquisa da mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Concluséo: Foi detectada a mutacdo 3607-08insG, no gene NSD1, esta mutacéo
é a provavel causa do fenétipo macrossdémico, pois ela gera um codon de parada,

gerando uma proteina truncada.
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CASO 3

A.L.C.C., do sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano, de casal nao
consanguineo, foi encaminhado para o Servico de Aconselhamento Genético de
Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN.
Segundo informacBes da made a gestacdo do propodsito foi sem intercorréncias, e o
mesmo nasceu pesando 3,050 Kg (50%), comprimento de 48,0 cm (>50%) e perimetro
cefélico de 36 cm (>97,5%). O propdsito, submetido a avaliacdo clinica aos 4 anos e 9
meses, revelou peso de 17,000 Kg (50%), estatura de 104,0 cm (50%) e perimetro
cefalico de 52,0 cm (75%). Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, mas ndo apresentou dificuldades respiratorias e de alimentacdo no
periodo neonatal. Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam presentes, podemos
citar: macrocrania, dolicocefalia, implantacdo do cabelo na regido frontal elevada,
frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo e mento
saliente. Constatou-se, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou crescimento
superior ao normal além de alta estatura e maos e pés grandes.

Diagnostico: Sindrome de Sotos
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Conclusdo: Foi detectada a mutagdo 1178delA, no gene NSD1, esta mutacdo é
provavel causa do fenoOtipo macrossémico, pois ela gera um codon de parada, gerando

uma proteina truncada.
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CASO 4

B.L.S.P., do sexo feminino, nascida a termo de parto cesariano de casal ndo
consanguineo, foi encaminhada para o Servico de Aconselhamento Genético de
Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN.
Segundo informacBes da made a gestacdo do propodsito foi sem intercorréncias, e 0
mesmo nasceu pesando 2,530 Kg (>50%) e 48,0 cm (>50%)de estatura. O propdsito,
submetido a avaliacdo clinica aos 10 anos e 9 meses, revelou peso de 37,000 Kg
(>50%), estatura de 147,0 (<97,5%) cm e perimetro cefalico de 56,0 cm(>98%). Além
disso, demonstrou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e comprometimento da
coordenacdo motora fina. Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam presentes,
podemos citar: macrocrania, dolicocefalia, implantacdo do cabelo na regido frontal
elevada, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, palato alto e arqueado e mento
saliente. Constatou-se, que 0 proposito apresentou crescimento superior ao normal, tal
como, alta estatura, mas ndo apresentou peso elevado ao nascimento, assim como maos
e pes grandes. Nao foram verificadas fendas palpebrais para baixo. Foram realizados
exames de TCC e RNMC que ndo detectaram dilatacdo ventricular, neoplasia ou
suspeita e assimetria corporea. A avaliacdo radioldgica evidenciou, com idade
cronoldgica de 10 anos e 8 meses, idade dssea de 11 anos. Foi realizada investigacdo de

microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.
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Diagnostico: Sindrome de Sotos
Conclusdo: foi detectada a mutagdo 4305-06insA, no gene NSD1, esta mutacao
é a provavel causa do fendtipo macrossdmico, pois ela gera um codon de parada,

gerando um proteina truncada.
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CASO 5

B.H.M.M., do sexo masculino, nascida a termo de parto cesariano (39 semanas), de
casal ndo consanguineo, foi encaminhado para o Servi¢o de Aconselhamento Genético
de Botucatu (SAG) para a realizacdo de exames moleculares nos genes NSD1 e PTEN.
Segundo informacfes da mée a gestacdo do propoésito foi sem intercorréncias, e 0
mesmo nasceu pesando 3,350 Kg (>50%), estatura de 52,0 cm (>50%) e perimetro
cefalico de 35,0 cm (50%). O propdsito, submetido a avaliacdo clinica aos 13 anos e 7
meses, revelou peso de 119,000 Kg (>97,5%), estatura de 174,0 cm (97,5%) e perimetro
cefalico de 59,0 cm (>98%). Constatou-se, que o propésito apresentou durante o exame
clinico, macrocefalia, desordem altistica, avango na idade dssea e auto-mutilagdo..
Foram realizados exames de TCC e RNMC que ndo detectaram dilatagéo ventricular,
neoplasia ou suspeita e assimetria corporea.

Diagnostico: Macrossomia a esclarecer

Conclusdo: foram detectados os polimorfismos 1128C > A e 1157T A, no
gene NSD1, para o segundo polimorfismo deverd ser realizado o teste nos pais do

probando para confirmacdo desta mutacdo como fator etiol6gico da doenca.
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CASO 6

B.T.S., do sexo masculino, nascido pré-termo de parto cesariano (36 semanas), sem
gemelaridade monozigotica foi encaminhado para o Servico de Aconselhamento
Genetico de Botucatu (SAG) para a realizacdo de exames moleculares nos genes NSD1
e PTEN. Segundo informac6es da mée a gestacdo do proposito foi sem intercorréncias,
e 0 mesmo nasceu pesando 2,500 Kg (<50%) e estatura de 46,0 cm (2,5%). O propdsito,
submetido a avaliacdo clinica ao 1 ano e 1 més, revelou peso de 13,100 Kg (<97,5%),
estatura de 79,4 cm (<97,5%) e perimetro cefélico de 47,2 cm(<97,5%). Constatou-se,
durante o exame clinico, que o proposito apresentou macrossomia, prematuridade,e um
quadro de polidramnio negativo. Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam
presentes, podemos citar: facie caracteristica — hipoplasia de face média e prega em
regido de péalpebra inferior, sulcos na parte anterior do l6bulo da orelha. Nevos
hemangiomatoso plano em face presente na pele. Exames clinicos dos 6rgaos internos
revelaram diastese de retos abdominais, visceromegalia e malformacdes vasculares de
aspecto capilar, no entanto, ndo foram verificados alteragdes como: hemihiperplasia,
definida como crescimento assimétrico de regides do corpo; anormalidades renais,
incluindo anormalidade estrutural, nefromegalia e nefrocalcinose; onfalocele ou hérnia
umbilical e cardiomegalia ou anomalia cardiaca estrutural.

Diagnostico: Sindrome de Beckwith-Wiedemann

Conclusao: foi detectada a mutacdo 210-11insT, no gene NSD1, esta mutacdo é
a provavel causa do feno6tipo macrossémico, pois ela gera um cédon de parada, gerando

uma proteina truncada.
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CASO 7

C.H.S.N.B., sexo masculino, nascida a termo de parto vaginal, (41 semanas), de
casala ndo consangiiineo, foi encaminhado para o Servico de Aconselhamento Genético
de Botucatu (SAG) para a realizagdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN.
Segundo informagdes da méde a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0
mesmo pesando 4,490 Kg (>97,5%) e comprimento de 58,0 cm (>97,5%). O proposito,
submetido a avaliacdo clinica aos 7 anos, revelou peso de 63,500 Kg (>97,5%), estatura
de 133,0 cm(>97,5%) e perimetro cefalico de 57,0 cm(>98%). além de apresentar idade
Ossea avancada em 49 meses. Foram realizados exames de RNMC e TCC que
detectaram neoplasia ou suspeita e assimetria corporea. A avaliacdo radioldgica
evidenciou, com idade cronoldgica de 6 anos e 11 meses, idade dssea de 11 anos. Foi
realizada investigacdo de microdele¢fes no gene NSD1 e pesquisa de mutacGes nos
genes NSD1 e PTEN.

Diagndstico: Sindrome de Sotos

Conclusdo: N&o foram encontradas alteragdes nesses genes.
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CASO 8

C.F., sexo feminino nascida a termo e de parto vaginal, de casal consanguineo, foi
encaminhada para o Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
mée a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias e 0 mesmo nasceu pesando 3,410
Kg (>50%), estatura de 50,0 cm(>50%) e perimetro cefalico de 35,0 cm(>50%). O
propdsito, submetido a avaliacdo clinica aos 12 anos e 4 meses, revelou peso de 43,000
(>50%)Kg, estatura de 155,0 cm (<97,5%) e perimetro cefalico de 59,0 cm (>98%).
Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldades
respiratorias e de alimentacdo no periodo neonatal, porém, sem comprometimento da
coordenacdo motora fina. Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam presentes,
podemos citar: macrocrania, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, fendas
palpebrais para baixo, mento saliente, palato alto e arqueado, mas ndo foi verificada
dolicocefalia e implantacdo do cabelo na regido frontal elevada. Ndo se constatou,
durante o exame clinico, peso elevado ao nascimento, mas sim crescimento superior ao
normal, tais quais: alta estatura e maos e pés grandes. Foram realizados exames de
RNMC e TCC que ndo detectaram neoplasia ou suspeita e assimetria corporea. A

avaliacdo radioldgica evidenciou idade 6ssea de 12 anos e com idade cronoldgica de 12
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anos e 3 meses. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa
de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Concluséo: Foi detectada a mutacdo 2690-91insG, no gene NSD1, esta mutacéo
¢ a provavel causa do fendtipo macrossdmico, pois ela gera um codon de parada,

gerando uma proteina truncada.
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CASO 9

I.J., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano (39 semanas), de casal ndo
consangulineo, foi encaminhado ao Servi¢o de Aconselhamento Genético de Botucatu
(SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo
informacdes da mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, € 0 mesmo nasceu
pesando 4,400 Kg(>97,5%), comprimento de 52,0 cm(<97,5%) e perimetro cefalico de
38,0 cm(>97,5%). O proposito, submetido a avaliacdo clinica aos 11 anos e 10 meses,
revelou peso de 92,000 Kg (>97,5%), estatura de 166,0 cm(>97,5%) e perimetro
cefélico de 58,5 cm(>98%). Constatou-se, durante o exame clinico, que o propdsito
apresentou crescimento pré-natal excessivo — alta estatura ao nascimento — crescimento
pos-natal excessivo — alta estatura pés-natal. Além disso, demonstrou atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e hipotonia, porém choro rouco e grave e hipertonia
ndo foram verificados. Quanto aos aspectos craniofaciais presentes, podemos citar
apenas: olhos grandes e micrognatia, relativa macrocrania, uma vez que frontal saliente
e largo, regido occpital achatada, hipertelorismo ocular e filtro longo e proeminente nio
estavam presentes. Em relacdo aos membros, apenas 0ssos longos com porc¢édo distal
alargada e deformidades em pés — em varo, em valgo, metatarso aduzido estdo presentes
enguanto que camptodactilia, “pads” digitais proeminentes, unhas finas, bastante
convexas e encravadas, polegares alargados, clinodactilia em artelhos — porém, extensao

reduzida de cotovelo ou joelho ndo foram verificados no proposito. Outros aspectos
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clinicos como: pele redundante e frouxa, hérnia umbilical ou diatese de retos
abdominais, hérnia inguinal e mamilos invertidos ndo estdo presentes. Foram realizados
exames de RNMC e TCC que detectaram dilatacdo ventricular e auséncia de neoplasia
ou suspeita, assim como de assimetria corporea. A avalia¢do radioldgica evidenciou, na
idade cronologica de 3 anos e 3 meses, a idade Ossea de 5 anos. Foi realizada
investigacdo de microdelecdo no gene NSD1 e pesquisa de mutacGes nos genes NSD1 e
PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Weaver

Conclusdo: Nao foram encontradas alteracdes nesses genes
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CASO 10

J.G.S., sexo feminino, nascida a termo foi encaminhada para o Servico de
Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares
nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da mée a gestacao do propdsito foi sem
intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,350 Kg (>50%), estatura de 53,0 cm
(>97,5%). O proposito submetido a avaliacdo clinica aos 5 anos e 3 meses revelou peso
de 36,000Kg (>97,5%), estatura de 170,0 cm (>97,5%) e perimetro cefalico de 52,0 cm
(98%). Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propoésito apresentou
crescimento pré-natal excessivo — alta estatura ao nascimento, crescimento posnatal
excessivo — alta estatura pds-natal. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e hipotonia, porém choro rouco e grave e hipertonia ndao foram
verificados. Quanto aos aspectos craniofaciais presentes, podemos citar: frontal saliente
e largo, micrognatia relativa, regido occpital achatada, hipertelorismo ocular, no entanto
ndo foram observados orelhas grandes e filtro longo e proeminente. Em relagdo aos
membros apenas 0ssos longos com porc¢éo distal alargada e deformidades em pés — em

varo, em valgo, metatarso aduzido, unhas finas, bastante convexas e encravadas e
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polegares alargados estdo presentes enguanto que camptodactilia, “pads” digitais
proeminentes, clinodactilia em artelhos e extensdo reduzida de cotovelo ou joelho nédo
foram observados no propdsito. Outros aspectos clinicos como: pele redundante e
frouxa, hérnia umbilical ou diatese de retos abdominais, hérnia inguinal e mamilos
invertidos ndo estdo presentes. Foi realizado exame de TCC que ndo detectaram
dilatacdo ventricular e auséncia de neoplasia. A avaliacdo radioldgica evidenciou, na
idade cronoldgica de 5 anos e 2 meses, a idade 6ssea de 6 anos e 10 meses. Foi realizada
investigacdo de microdelegdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacBes nos genes NSD1
e PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Weaver

Concluséo: N&o foram encontradas alteragcdes nesses genes.
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CASO 11

“ ‘_"‘_I. !

J.M.J.B., sexo masculino, nascimento pré-termo de parto cesariano, de casal nao
consangulineo, foi encaminhado ao Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu
(SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo
informacdes da mae a gestacdo do proposito foi sem intercorréncia, e 0 mesmo pesando
3,780 Kg(<97,5%), estatura de 52,0 cm(<97,5%). O prop6sito submetido a avaliacdo
clinica aos 21 anos e revelou peso de 83,000 Kg(>97,5%), estatura de 184,5
cm(<97,5%) e perimetro cefalico de 57,0 cm(>50%). Constatou-se, assim, durante o
exame clinico, que o propoésito apresentou crescimento superior ao normal - alta estatura
e maos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e comprometimento da coordenacdo motora final, porém sem
dificuldades respiratérias e de alimentagdo no periodo neonatal. Quanto aos aspectos
craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia, frontal

saliente e largo, fendas palpebrais para baixo, mento saliente, porém ndo apresentou
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palato alto e arqueado e erupcao prematura dos dentes, implantagdo do cabelo na regido
frontal elevada e hipertelorismo ocular.

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: foi detectada a mutacdo 1972-73insG, no gene PTEN, esta mutacéo
é a provavel causa do fendtipo macrossémico, pois gera um codom de parada, gerando

uma proteina truncada.
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CASO 12

J.H.B., sexo feminino, nascida a termo de parto cesariano, de casal ndo consangtineo,
foi encaminhado para o Servi¢co de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacg6es da
mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 4,620
Kg(>97,5%), estatura de 56,0 cm(>97,5%) e perimetro cefalico de 40,0 cm(>97,5%). O
proposito submetido a avaliacdo clinica aos 8 anos e 9 meses revelou peso de 22,500
Kg(<50%), estatura de 120,0 cm(<2,5%) e perimetro cefalico de 54,5 cm(>98%).
Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou tais sinais
clinicos: macrocefalia, macroglossia, hipertelorismo, renomegalia prévia, auséncia de
avanco na idade 6ssea, moderado retardo do desenvolvimento neuropscicomotor, sem
flexdo de interfalangeana distal sem macrossomia atual mas com macrossomia prévia,
facie grosseiro e consanglinidade. Foi realizado exame de RNMC e TCC que
detectaram dilatacdo ventricular e nefromegalia, sem apresentar assimetria corporea. A
avaliacdo radioldgica evidenciou, na idade cronoldgica de 6 anos, a idade 6ssea de 5
anos e 9 meses. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa

de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.



Diagnostico: Macrossomia a esclarecer

Conclusao: Nao foram encontradas alteracdes nesses genes.
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CASO 13

K.N.C., sexo feminino, parto cesariano e foi encaminhada para o Servico de
Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares
nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da mée a gestacao do propdsito foi sem
intercorréncias. O proposito submetido & avaliagdo clinica aos 11 anos e 6 meses
revelou peso de 47,500 Kg (>50%), estatura de 166,0 cm (>97,5%) e perimetro cefalico
de 57,0 cm(>98%). Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propdésito ndo
apresentou peso elevado ao nascimento, porém, crescimento superior ao normal
mostraram-se evidentes, tais quais: alta estatura e mdos e pés grandes. Além disso,
demonstrou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento da
coordenacdo motora fina. Quanto aos aspectos craniofaciais que estavam presentes,
podemos citar: macrocrania, dolicocefalia, implantacdo do cabelo na regido frontal
elevada, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo,
mento saliente, palato alto e arqueado. Assimetria corpdrea ou neoplasia ndo foram
diagnosticadas. A avaliacdo radioldgica evidenciou, idade cronoldgica de 11 anos e 5
meses, a idade Ossea de 12 anos. Foi realizada investigacdo de microdele¢Ges no gene

NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.



35

Diagnostico: Sindrome de Sotos
Conclusao: foi detectada a mutacdo 3693delG, no gene NSD1, esta mutacdo é a
provavel causa do fendtipo macrossémico, pois gera um codon de parada, gerando uma

proteina truncada.
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CASO 14

L.C.S., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano (37,3 semanas), de casal ndo
consagiineo, foi encaminhado para o Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu
(SAG) para a realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo
informacdes da mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, € 0 mesmo nasceu
pesando 3,320 Kg(>50%), estatura de 49,0 cm(<50%). O prop6sito submetido a
avaliacdo clinica aos 3 anos e 3 meses revelou peso de 18,000 Kg(>50%), estatura de
105,0 cm(<97,5%) e perimetro cefélico de 51,5 cm (50-98%). Além disso, demonstrou
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora
fina e dificuldades respiratérias e de alimentagdo no periodo neonatal. Quanto aos
aspectos craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania,
dolicocefalia, frontal saliente e largo, fendas palpebrais para baixo, mento saliente,
palato alto e arqueado e ndo foram observados sinais clinicos com: implantacdo do
cabelo na regido frontal elevada, hipertelorismo ocular e erupgdo prematura dos dentes.
Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou peso elevado
ao nascimento,seguido de crescimento superior ao normal — alta estatura porém, sem

avanco da idade Ossea em relacdo a idade e maos e pés grandes. Foram realizados
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exames de RNMC e TCC que ndo detectaram neoplasia e assimetria corpodrea. Foi
realizada investigacdo de microdelecfes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos
genes NSD1 e PTEN

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: ndo foram encontradas alteracGes nesses genes.
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CASO 15

L.P.G., sexo feminino, nascida a termo de parto cesariano, de casaal ndo consanguineo,
foi encaminhada para o Servi¢o de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
méde a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo pesando 3,380 Kg
(>50%), comprimento de 49,0 cm(50%) e perimetro cefalico de 38,0 cm(>97,5%). O
propdsito submetido a avaliacdo clinica aos 15 anos e 1 meses revelou estatura de 179,0
cm (97,5%) e perimetro cefalico de 62,50 cm (>98%). Além disso, demonstrou atraso
no desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento da coordenac¢do motora fina e
sem dificuldades respiratorias e de alimentacdo no periodo neonatal. Quanto aos
aspectos craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, implantacdo
do cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular,
fendas palpebrais para baixo, mento saliente, palato alto e arqueado e erupcdo prematura
dos dentes, porém, sem dolicocefalia. Ndo foi detectada nenhuma neoplasia/ ou
suspeita. Constatou-se, assim, durante 0s exames clinicos, que 0 proposito ndo
apresentou peso elevado ao nascimento, porém, crescimento superior ao normal

mostrou-se evidentes, tais quais: alta estatura e maos e pés grandes. Foi realizada
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investigacdo de microdelegcdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacBes nos genes NSD1
e PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: Nao foram encontradas alteracdes nesses genes.
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CASO 16

L.F.O.N., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano, (36 semanas) foi
encaminhado para o Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo pesando 3,350 Kg
(>50%), estatura de 54,0 cm (>97,5%). O proposito submetido a avaliacdo clinica aos 9
anos revelou peso de 55,000 Kg (>97,5%), estatura de 150,0 cm (>97,5%) e perimetro
cefalico de 57,0 cm (>98%). Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o
proposito apresentou crescimento pré-natal excessivo — alta estatura ao nascimento,
crescimento posnatal excessivo — alta estatura pos-natal. Além disso, demonstrou atraso
no desenvolvimento neuropsicomotor e hipotonia, porém choro rouco e grave e
hipertonia ndo foram verificados. Quanto aos aspectos craniofaciais presentes, podemos
citar apenas: frontal saliente e largo e regido occpital achatada uma vez que, orelhas
grandes, hipertelorismo ocular, filtro longo e proeminente e micrognatia relativa néo
estavam presentes. Em relagdo aos membros apenas deformidades em pés — em varo,
em valgo, metatarso aduzido estdo presentes enquanto 0ssos longos com porcao distal
alargada, camptodactilia, “pads” digitais proeminentes, unhas finas, bastante convexas e
encravadas, polegares alargados, clinodactilia em artelhos e extensdo reduzida de

cotovelo ou joelho ndo foram verificados no propoésito. Outros aspectos clinicos como:
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pele redundante e frouxa, hérnia umbilical ou didtese de retos abdominais, hérnia

inguinal foram ndo verificados exceto mamilos invertidos, presentes. Foi realizado

exame de RNMC e TCC que ndo detectaram dilatacdo ventricular, neoplasia assim

como de assimetria corporea. A avaliacdo radioldgica evidenciou, na idade cronologica

de 9 anos, a idade Ossea de 12 anos e 6 meses. Foi realizada investigacdo de

microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Weaver

Concluséo: N&o foram encontradas alteragcdes nesses genes.
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CASO 17

N e MR 6%

M.G., do sexo masculino nascimento a termo de parto vaginal foi encaminhado do
Servico de Genética do Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto para o Servi¢o de
Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises moleculares
nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacg6es da mée a gestacao do propdsito foi sem
intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,200 Kg (50%), comprimento de 49,0 cm
(<50%) e perimetro cefalico de 39,0 cm (>97,5%). O propdsito submetido a avaliacdo
clinica aos 11 anos e 6 meses revelou peso de 63,000 Kg (>97,5%), estatura de 162,0
cm (>97,5%) e perimetro cefélico de 61,5 cm(>98%). Constatou-se, assim, durante o
exame clinico, que o propdsito ndo apresentou alta estatura ao nascimento, altura de
adulto normal e peso de nascimento maior que 4 Kg. Quanto aos aspectos craniofaciais
que estavam presentes, podemos citar: macrocefalia e fissuras palpebrais inclinadas para
baixo. Mamilos supra-numerarios, assim como, acantose nigrans, maculas café-com-
leite em pele e angioqueratoma ndo foram verificados, porém maculas, presentes. Foi
realizado exame de TCC que detectou dilatacdo no 3° ventriculo, sem neoplasia e
assimetria corporea. Exame clinico dos 6rgaos internos nao revelaram sinais clinicos
como: intussuscepc¢ado intestinal, sangramento retal, pélipos hamartomatosos no ileo,
lipomas, tireoidite de Hashimoto e meningiomas. Foi verificada genitalia hipercrominas

em glande ou o pénis hipotonia. Quantos aos aspectos neuroldgicos, convulsdes, atraso
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no desenvolvimento da fala e retardo mental leve ou moderado mostraram se ausentes.
Foi realizada investigacdo no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e

PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Bannayan-Riley-Ruvalcaba

Concluséao: ndo foram encontradas alteracGes nesses genes.
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CASO 18

M.H.B., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano (37 semanas) foi
encaminhado para o Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
mée a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 2,930
Kg (<50%), estatura de 48,5 cm(<50%) e perimetro cefalico de 34,5 cm (<50%). O
propésito submetido a avaliacdo clinica aos 3 anos revelou peso de 20,000 Kg
(>97,5%), estatura de 115,0 cm (>97,5%) e perimetro cefalico de 50,0 cm (<97,5%).
Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o proposito apresentou alta estatura,
crises convulsiva e retardo no desenvolvimento neuropsicomotor. Foram realizados
exames de RNMC e TCC que ndo detectaram dilatacdo ventricular, assim como,
neoplasia ou suspeita e assimetria corporea. Foi realizada investigacdo de microdelecdes
no gene NSD1 e pesquisa de mutagdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: macrossomias a definir.

Conclusdo: Foi detectado o polimorfismo 943A->G, deverdo ser testados 0s
pais do probando para confirmacdo deste polimorfismo como causa etiologica da

doenca.
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CASO 19

M.S.S., sexo feminina, nascida a termo de parto cesariano, foi encaminhada para o
Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de analises
moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informagdes da mée a gestagdo do
propdésito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,750 Kg (<97,5%),
comprimento de 52,0 cm (>97,5%). O proposito submetido & avaliagdo clinica aos 8
anos e 1 més revelou peso de 34,000 Kg (<97,5%), estatura de 139,0 cm (>97,5%) e
perimetro cefalico de 60,0 cm (>98%). Constatou-se, assim, durante o exame clinico,
que o propdsito ndo apresentou crescimento pré-natal excessivo — alta estatura ao
nascimento, porém com crescimento pos-natal excessivo — alta estatura pos-natal.
Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e hipotonia,
porém hipertonia ndo foi verificada. Quanto aos aspectos craniofaciais presentes,
podemos citar apenas: orelhas grandes, regido occipital achatada, frontal saliente e largo
e micrognatia relativa, uma vez que, hipertelorismo ocular e filtro longo e proeminente
ndo estavam presentes. Em relacdo aos membros, unhas finas, bastante convexas e
encravadas, clinodactilia em artelhos e deformidades em pés — em varo, em valgo,

metatarso aduzido estdo presentes e enquanto que camptodactilia e polegares alargados
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ndo se mostraram evidentes. Outro aspecto clinico presentes € a pele redundante e
frouxa.Foi realizado exame de TCC que ndo detectaram neoplasia ou suspeita assim
como de assimetria corporea. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene
NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Weaver

Concluséo: ndo foram encontradas alteragdes nesses genes
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CASO 20

M.R.M.A., sexo feminino, nascido a termo de parto cesariano devido a distose de colo
foi encaminhada para o Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,400
Kg (<97,5 %), comprimento de 50,0 cm (<97,5%) e perimetro cefélico de 33,0 cm
(<50%). O propdsito submetido & avaliagdo clinica aos 12 anos e 6 meses revelou peso
de 80,500 Kg (>97,5%), estatura de 172,0 cm (>97,5%) e perimetro cefélico de 53,0 cm
(>50%). Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propdsito ndo apresentou
crescimento prénatal excessivo — alta estatura ao nascimento, porém com crescimento
posnatal excessivo — alta estatura pdésnatal e idade dssea avancada em relacdo a idade.
Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e hipotonia,
porém hipertonia e choro rouco e grave ndo foram verificados. Quanto aos aspectos
craniofaciais presentes, podemos citar apenas: orelhas grandes, regido occipital
achatada, frontal saliente e largo e micrognatia relativa, uma vez que, hipertelorismo
ocular e filtro longo e proeminente ndo estavam presentes. Em relagdo aos membros,

unhas finas, bastante convexas e encravadas, clinodactilia em artelhos e deformidades
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em peés — em varo, em valgo, metatarso aduzido estdo presentes e enquanto que
camptodactilia e polegares alargados ndo se mostraram evidentes. Outro aspecto clinico
presentes € a pele redundante e frouxa. Foram realizados exames de RNMC e TCC que
ndo detectaram dilatacdo ventricular, neoplasia ou suspeita, assim como de assimetria
corporea. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de
mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Weaver

Concluséo: foi detectada a mutacdo 3693delG, no gene NSD1, esta mutagdo é a
provavel causa do fen6tipo macrossémico, pois ela gera um cédon de parada, gerando

uma proteina truncada.
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CASO 21

N.R.S., sexo feminino, nascida a termo de parto cesariano (40 semanas) ,foi
encaminhada para o Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu para a realizagao
de andlises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacBes da mée a
gestacdo do proposito foi sem intercorréncias, € 0 mesmo nasceu pesando 2,900 Kg
(<50%), comprimento de 50,0 cm (>50%). O propdsito, submetido & avaliacdo clinica
aos 7 anos e 7 meses, revelou peso de 36,000 Kg (97,5%), estatura de 140,0 cm
(>97,5%) e perimetro cefalico de 53,5 cm (<98%). Constatou-se, durante 0 exame
clinico, que o proposito ndo apresentou peso elevado ao nascimento, porém,
crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes, tais como: alta estatura e
mdos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora fina e dificuldades
respiratorias e de alimentacdo no periodo neonatal. Quanto aos aspectos craniofaciais
que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia, implantacdo do
cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo, hipertelorismo ocular, fendas
palpebrais para baixo, mento saliente, palato alto e arqueado, no entanto, sem erupcgao

prematura dos dentes. Foram realizados exames de RNMC e TCC que ndo detectaram
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neoplasia ou suspeita. A avaliacdo radiologica evidenciou, na idade cronologica de 2

anos e 7 meses, a idade O0ssea de 3 anos e 6 meses. Foi realizada investigacdo de

microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de microdelecBes nos genes NSD1 e PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: Nao foram encontradas alteracdes nesses genes.
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CASO 22

N.S.T., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano, foi encaminhado para o
Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de exames
moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacBes da mae a gestacdo do
propdésito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,500 Kg (>50%),
comprimento de 52,0 cm (<97,5%) e perimetro cefalico de 36,5 cm (<97,5%). O
propdsito, submetido a avaliacdo clinica aos 10 anos e 2 meses, revelou peso de 31,000
Kg (<50%), estatura de 137,0 cm (<50%) e perimetro cefélico de 55,5 cm (>98%).
Constatou-se, durante o exame clinico, que o proposito apresentou peso elevado ao
nascimento, crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes, tais como: alta
estatura e maos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora fina. Quanto aos aspectos
craniofaciais gque estavam presentes, podemos citar: macrocrania, frontal saliente e
largo, hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo, mento saliente e palato alto e
arqueado dolicocefalia, porém sem implantacdo do cabelo na regido frontal elevada e
dolicocefalia. Foram realizados exames de RNMC e TCC que nédo detectaram dilatacédo
ventricular, neoplasia/ ou suspeita ou assimetria corpérea. A avaliacdo radiologica

evidenciou, idade cronoldgica de 9 anos e 9 meses, a idade G6ssea de 9 anos. Foi
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realizada investigacdo de microdelecbes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos
genes NSD1 e PTEN.
Diagnostico: Sindrome de Sotos

Conclusao: Nao foram encontradas alteracdes nesses genes.
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CASO 23

P.C.S., gémea do caso 24, sexo feminino, nascida a termo, foi encaminhadas
para o Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu para a realizacdo de analises
moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdo da mée, a gestacdo dos
propdsitos foi sem intercorréncias e 0 mesmo nasceu pesando 2,490 Kg (>2,5%),
estatura de 49,0 cm (50%) e perimetro cefalico de 34,0 cm (50%). O propdsito,
submetida a avaliacdo clinica aos 7 anos e 2 meses, revelou peso de 30,500 Kg
(<97,5%), estatura de 132,5 cm (97,5%) e perimetro cefalico de 55,5 cm (>98%).
Constatou-se, durante o exame clinico, que o proposito apresentou peso elevado ao
nascimento, crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes, tais como: alta
estatura e maos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora fina, porém, sem
dificuldades respiratérias e de alimentagdo no periodo neonatal. Quanto aos aspectos
craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia,
implantacdo do cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo, mento saliente,
porém ndo ha sinais de hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo, palato alto e
arqueado e erupcdo prematura dos dentes. Ndo foram detectadas neoplasias ou
assimetria corporea.

Diagndstico: Sindrome de Sotos

Conclusédo: Foi detectada a mutagdo 3693delG, no gene NSD1, esta mutacédo é a
provavel causa do feno6tipo macrossémico, pois ela gera um cddon de parada, gerando

uma proteina truncada.
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CASO 24

P.C.S., gémea do caso 23, sexo feminino, nascida a termo, foi encaminhadas
para o Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu para a realizacdo de anélises
moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdo da mée, a gestacdo dos
propositos foi sem intercorréncias e 0 mesmo nasceu pesando 2,490 Kg (>2,5%),
estatura de 47,0 cm (2,5%) e perimetro cefalico de 33,0 cm (<50%). O propdsito,
submetida a avaliacdo clinica aos 7 anos e 2 meses, revelou peso de 32,500 Kg
(<97,5%), estatura de 136,5 cm (>97,5%) e perimetro cefalico de 57,0 cm (>97%).
Constatou-se, durante o exame clinico, que o propdésito apresentou peso elevado ao
nascimento, crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes, tais como: alta
estatura e maos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, comprometimento da coordenagdo motora fina. Quanto aos aspectos
craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia,
implantagcdo do cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo e mento
saliente, no entanto, hipertelorismo ocular, fendas palpebrais para baixo, palato alto e
arqueado e erupgédo prematura dos dentes ndo foram observados. Foi realizado exame de
TCC que ndo detectou neoplasia ou suspeita ou assimetria corporea.

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Concluséo: N&o foram encontradas alteragdes nos genes pesquisados.
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CASO 25

P.V.S., sexo masculino, nascido a termo de parto cesariano, foi encaminhado
para o Servigo de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de
analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da mae a gestacéo
do proposito foi sem intercorréncias, € 0 mesmo nasceu pesando 4,250 Kg (>97,5%),
comprimento de 51,0 cm (>50%) e perimetro cefalico de 34,0 cm (<50%). O propdsito
submetido & avaliagdo clinica aos 13 anos e 5 meses revelou peso de 71,200 Kg
(>97,5%), estatura de 159,0 cm (<97,5%) e perimetro cefalico de 57,0 cm (>98%).
Constatou-se, assim, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou alta estatura
ao nascimento, altura de adulto normal e peso de nascimento maior que 4 Kg. Quanto
aos aspectos craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocefalia e
estrabismo, porém, fissuras palpebrais inclinadas para baixo, pseudopalpiloedema e
corpo caloso alargado a neuroimagem. Mamilos supra-numerdrios ndo foram
observados. Foram verificados sinais clinicos como: acantose nigrans e maculas café-
com-leite em pele. Foi realizado exame de RNMC que detectou dilatacdo ventricular,
sem neoplasia/ ou suspeita e assimetria corporea. Exame clinico dos 6rgéos internos ndo
revelou sinais clinicos como: sangramento retal, pélipos hamartomatosos no ileo,
hemangiomas, tireoidite de Hashimoto e Tumor tireoidiano de células foliculares. Néo
foi verificada genitalia hipercrébminas em glande ou o pénis hipotonia. Quantos aos
aspectos neuroldgicos, convulsdes, atraso no desenvolvimento da fala e retardo mental
leve ou moderado mostraram se presentes. A avaliacdo radioldgica evidenciou na idade
cronoldgica da 13 anos, a idade déssea de 14 anos e. Foi realizada investigacdo de

microdelecdes no gene NSD1 e pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.
Diagnéstico: Sindrome de Bannayan-Zonana

Concluséo: Néo foram encontradas alteragfes nesses genes.
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CASO 26

Y.V.E., sexo feminino, nascimento pré-termo de parto cesariano devido ao feto
macrossomico e a onfaloce fetal (36 semanas), foi encaminhada ao Servico de
Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a realizacdo de exames moleculares
nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da mée a gestacao do propdsito foi sem
intercorréncias, e 0 mesmo nesceu pesando 3,180 Kg (>50%), comprimento de 48,0 cm
(<50%) e perimetro cefélico de 31,0 cm (<2,5%). O proposito, submetido a avaliagdo
clinica aos 2 anos e 10 meses, revelou peso de 15,000 Kg (>50%), estatura de 97,0 cm
(97,5%) e perimetro cefalico de 47,0 cm (50%). Quanto aos aspectos craniofaciais que
estavam presentes, podemos citar: facie caracteristica — hipoplasia de face média e
prega em regido de pélpebra inferior; sulcos na parte anterior do l6bulo da orelha / pits
em regido posterior de hélice e fenda de palato ndo foram observados. Nevos
hemangiomatoso plano em face presente na pele. Constatou-se, durante o exame clinico,
que o0 proposito apresentou macrossomia, prematuridade e hipoglicemia neonatal,
porém, sem apresentar Tumor embrionario ou um quadro de polidramnio. Exames
clinicos dos 6rgdos internos revelaram hemihiperplasia, definida como crescimento
assimétrico de regides do corpo; onfalocele ou hérnia umbilical; didstese de retos
abdominais e visceromegalia, no entanto, ndo foram verificados alteragbes como:
malformacdes vasculares de aspecto capilar, anormalidades renais, incluindo
anormalidade estrutural, nefromegalia e nefrocalcinose e cardiomegalia ou anomalia
cardiaca estrutural. Foi realizada investigacdo de microdele¢bes no gene NSD1 e
pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnéstico: Sindrome de Beckwith-Wiedmann



57

Conclusao: foi detectado o polimorfismo 23C—>A, deverdo ser testados os pais
do probando para a confirmacdo como este polimorfismo como causa etioldgica da

doenca.
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CASO 27

G.S.M., sexo masculino, nascido a termo de parto vaginal (36 semanas), foi
encaminhado ao Servico de Aconselhamento Genético de Botucatu (SAG) para a
realizacdo de analises moleculares nos genes NSD1 e PTEN. Segundo informacdes da
mae a gestacdo do propdsito foi sem intercorréncias, e 0 mesmo nasceu pesando 3,575
Kg (<97,5%), comprimento de 52,0 cm (<97,5%) e perimetro cefalico de 36,0 cm
(>50%). O proposito, submetido a avaliagdo clinica ao 1 anos e 6 meses, revelou peso
de 14,500 Kg (<97,5%), estatura de 89,0 cm (>97,5%) e perimetro cefélico de 53,0 cm
(>97,5%). Constatou-se, durante o exame clinico, que o propdsito apresentou peso
elevado ao nascimento, crescimentos superiores ao normal mostraram-se evidentes, tais
como: alta estatura e maos e pés grandes. Além disso, demonstrou atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor, comprometimento da coordenacdo motora fina e
dificuldades respiratérias e de alimentagdo no periodo neonatal. Quanto aos aspectos
craniofaciais que estavam presentes, podemos citar: macrocrania, dolicocefalia,
implantacdo do cabelo na regido frontal elevada, frontal saliente e largo, fendas
palpebrais para baixo, mento saliente, palato alto e arqueado, porém, ndo foi observada

erupcdo prematura dos dentes e hipertelorismo ocular. Foi realizado exame de TCC que
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detectou dilatacdo ventricular e nenhuma neoplasia/ ou suspeita, assim como assimetria
corporea. A avaliacdo radioldgica evidenciou, na idade cronologica de 1 ano e 6 meses,
a idade dssea de 2 anos. Foi realizada investigacdo de microdelecdes no gene NSD1 e
pesquisa de mutacdes nos genes NSD1 e PTEN.

Diagnostico: Sindrome de Sotos

Concluséo: N&o foram encontradas alteragcdes nesses genes.
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Géis de poliacrilamida utilizados para a realizacdo de analise de

microdelecBes por microssatélites polimdrficos

FI GURA 1. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 1. Sendo (L) ladder; (M) mae;
probando; (P i; (C) controle; (B) branco. Gel de poliacrilamida 6% desnaturante a.

300 pb

FIGURA 2. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 01. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F) probando;
poliacrilamida 6% deanaturanre b.
A

300 pb

200 pb
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FIGURA 3. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 1. Sendo (L) ladder; (M) mée;
(F) probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante c.

300 pb

FIGURA 4. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 10. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante a.
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FIGURA 5. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 10. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de poliacrilamida 6% desnaturante b.

FIGURA 6. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 10. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco; gel de poliacrilamida 6% desnaturante c.

63



FIGURA 7. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 11. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de poliacrilamida 6% desnaturante a.

FIGURA 8. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 11. Sendo (L) ladder; (M) mée; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante b.
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FIGURA 9. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 11. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante c.

FIGURA 10. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 12. Sendo (L) ladder; (M) mae;
(F) probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante a.
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FIGURA 11. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 12. Sendo (L) ladder; (M) maée; (F)

probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante b.
=
: : | | =4:7 zwm

200 pb

5 ELA S

FIGURA 12. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 12. Sendo (L) ladder; (M) mae;
(F) probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante c.




FIGURA 13. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 13. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante a.

300pb

FIGURA 14. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 13. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante b.
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FIGURA 15. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 13. Sendo (L) ladder; (M) mée; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de poliacrilamida 6% desnaturante c
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HGURA 16. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 13. Sendo (L) ladder;
(M) mae; (F) probando; (P)pai; (C) ontiole; (B)branco; geldepoliacrilamida 6%
desnaturanted.
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FIGURA 17. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 17. Sendo (L) ladder; (M) mée; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante a

FIGURA 18. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 17. Sendo (L) ladder; (M) mée; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante b.




FIGURA 19. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 17. Sendo (L) ladder; (M) mae; (F)
probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco. Gel de Poliacrilamida 6% desnaturante c.

FIGURA 20. Genotipagem do marcador microssatélite SOT 17. Sendo (L) ladder; (M)
mae; (F) probando; (P) pai; (C) controle; (B) branco; Gel de poliacrilamida 6%
desnaturante d.
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Eletroferogramas mostrando as mutagdes encontradas na amostra estudada
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Caso 2365 — 3693delG
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Gene PTEN

Caso 1108 — 1918-19insG
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	RESUMO 
	A macrossomia é definida como desvio positivo dos padrões de crescimento somático normal, em um dado momento temporal. Esta afecção apresenta etiologia variada e pode apresentar-se em diversos momentos do desenvolvimento do indivíduo. Este trabalho analisou, através de técnicas de biologia molecular, pacientes que apresentaram macrossomias patológicas de origem pré-natal e entre elas estão a síndrome de Sotos, síndrome de Weaver, síndrome de Beckwith-Wiedmann, síndrome de Bannayan-Zonana. Foram incluídos 27 pacientes (15 com síndrome de Sotos, 5 com síndrome de Weaver, 2 com síndrome de Beckwith-Wiedemann, 2 com síndrome de Bannayan-Zonana e 3 com síndromes macrossômicas a definir), que foram divididos em três grupos : síndrome de Sotos, síndrome de Weaver e demais macrossomias. Dos 27 pacientes incluídos apenas 17 deles foram analisados para a detecção de microdeleções, através de microssatélites polimórficos. Em nenhum dos casos analisados foi encontradas microdeleções. Em seguida, todos os casos passaram por uma análise nos genes NSD1 e PTEN, por seqüenciamento direto. Foram encontradas 10 novas mutações no gene NSD1 e uma no gene PTEN. A freqüência dos de aparecimento de microdeleções e mutações no gene NSD1 em pacientes com SS, esta em acordo com outros estudo realizados na população européia. Estes achados vem contribuir para a criação de um painel de mutações na população brasileira e no desenvolvimento de um diagnóstico mais seguro e confiável  para pacientes com fenótipo macrossômico. 
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