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Resumo

A Sindrome de Robinow se caracteriza por dismorfias faciais associadas a
encurtamento mesomélico de membros e genitalia hipoplasica. Defeitos de
segmentacao costovertebral que incluem fusdes de costelas também podem ser
observados e permitem distinguir os pacientes com a forma autossémica recessiva
da sindrome daqueles com a forma autossémica dominante. A forma autossémica
recessiva € causada por mutacdes no gene ROR2. Ja foram descritos trés genes
causativos para a forma autossémica dominante da sindrome: WNT5A, DVL1 e
DVL3, apesar de muitos pacientes ndo apresentarem mutagdes nesses genes. As
frequéncias de mutacdo em cada um dos genes bem como possiveis correlacdes
gendtipo/fendtipo ainda ndo foram estabelecidas. O objetivo desse trabalho foi
identificar novas mutacées no gene DVL1 em pacientes com a Sindrome de
Robinow autossémica dominante. Foram selecionados onze pacientes originarios
dos Estados Unidos, Argentina e Inglaterra com caracteristicas clinicas da forma
autossdmica dominante da sindrome. O sequenciamento foi realizado a partir de
amostras de sangue por sequenciamento Sanger. ldentificamos quatro pacientes
com muta¢des em DVL1, sendo trés ndo descritas na literatura e uma ainda nao
confirmada pela clonagem dos fragmentos de PCR. Comparamos a frequéncia dos
sinais clinicos no grupo de pacientes estudados com aquelas descritas por Mazzeu
e cols. (2007) e com as frequéncias apenas no grupo com mutacdo em DVL1. As
frequéncias foram semelhantes para a maioria dos sinais clinicos com excecao do
hipertelorismo com frequéncia de 100%, a lingua bifida presente em 7 dos 11
pacientes, hipoplasia do terco médio da face que teve uma frequéncia de 100% e
anteriormente era de 80%, e a hiperplasia gengival que teve uma frequéncia de 90%
enquanto que a frequéncia descrita anteriormente era de 35%. Assim, a descricao
clinica detalhada de pacientes com diagnostico confirmado molecularmente contribui
para a definicdo das frequéncias dos principais sinais clinicos da forma autossémica
dominante da sindrome. No grupo com mutacdo em DVL1 todos apresentam
macrocefalia e nenhum dos pacientes apresenta baixa estatura como ja sugerido por
White e cols., 2015. O conjunto de novas mutacdes detectadas no trabalho colabora
para um melhor entendimento da etiologia da sindrome e para a caracterizacao

clinica das diferentes formas da sindrome de Robinow.



Abstract

Robinow syndrome is characterized by facial dysmophisms associated to mesomelic
limb shortening and hypoplastic genitalia. Costovertebral segmentation defects
including rib fusions may be present and allow the distinction of the recessive and
dominant forms of the syndrome. Autosomal recessive form is caused by mutations
in ROR2 gene. Three causative genes have been described for the autosomal
dominant form of the syndrome: WNT5A, DVL1, DVL3, although several patients do
not present mutations in any of these genes. The frequencies of mutations in each of
these genes as well as possible genotype/phenotype correlation have not been
stablished. The aim of this study was to identify new mutations in DVL1 gene in
patients with autosomal dominant Robinow syndrome. We have included eleven
patients from the United States, Argentina and England with clinical signs of the
dominant form of the syndrome. Sanger sequencing was performed from blood
samples. We identified four patients with mutations in DVL1, three novel and one not
yet confirmed by cloning of the PCR fragments. We compared the frequencies of
clinical signs of the patients here described and the frequencies previously described
by Mazzeu e cols., (2007) and the frequencies only in the group with DVL1
mutations. The frequencies were similar for most clinical signs except for
hypertelorism with a 100% frequency, bifid tongue in 7/11 patients, midface
hypoplasia with a 100% frequency in our group and 80% in the literature, and
gingival hyperplasia with a 90% frequency in our group and 35% in the literature.
Therefore, a detailed clinical description of patients with a molecularly confirmed
diagnosis contributes to a better definition of the frequencies of the main clinical
signs of the autosomal dominant form of the syndrome. In the group with mutation in
DVL1 all of them have macrocephaly and none of the patients have short stature as
previously suggested by White & cols., 2015. The group of novel mutations detected
in our work collaborates to a better understanding of the etiology of the syndrome

and the clinical characterization of the different forms of Robinow syndrome.
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[. Introducéo

.1 Sindrome de Robinow

A sindrome de Robinow (SR) foi descrita pela primeira vez pelo Dr. Meinhard
Robinow e cols.(1), em 1969, em uma familia com afetados em pelo menos trés
geracdes que apresentavam nanismo mesomélico, genitalia hipoplasica e anomalias
faciais: hipertelorismo ocular, fissuras palpebrais alargadas, nariz curto e anomalias
dentarias, resultando na publicagdo “A newly recognized dwarfing syndrome”. Como
foram identificados afetados em trés geracdes considerou-se que o padrao de
heranca era autossdmico dominante. A sindrome é também conhecida como
"Sindrome da Face Fetal”’, por conta das caracteristicas descritas pelos autores que
lembram a face de um feto de 8 semanas.

Em 1978 Wadia e cols.(2), observaram anomalias faciais e defeitos de
segmentacao costovertebral em dois pacientes filhos de um casal consanguineo que
apresentavam nanismo mesomelico associado a anomalias faciais e costovertebrais.
Esta sindrome recebeu o acrébnimo COVESDEM (costovertebral segmentation
defects with mesomelia) e 0 mecanismo de heranca era provavelmente autossémico
recessivo. No ano seguinte reconheceu-se que a sindrome COVESDEM era uma
variante da Sindrome de Robinow com diferente modo de heranca (MIM 238310).

O primeiro caso de transmissédo de pai para filho foi relatado em 1982, por
Shprintzen e cols.(3), excluindo a hipétese do mecanismo de heranca ligada ao X.

Devido ao pequeno numero de casos descritos na literatura, ainda ndo é
conhecida a incidéncia da sindrome de Robinow. Uma maior frequéncia da forma
autossébmica recessiva da sindrome foi observada em populacdes da Turquia e
Oman, regibes que apresentam alto indice de casamentos consanguineos; cerca de
80% dos afetados pela forma recessiva, é fruto de casamentos consanguineos(4). A
baixa incidéncia da sindrome pode ser atribuida também a um subdiagnédstico de
muitos casos, gerados pela grande variabilidade clinica entre os pacientes, o que
torna o diagnostico clinico diferencial complexo, e reforca a necessidade de uma

descricdo completa do fendtipo dos afetados.



I.2 Manifestacdes clinicas

As principais manifestacbes clinicas apresentadas pelos pacientes
diagnosticados com a sindrome de Robinow sdo dismorfias faciais associadas a
encurtamento mesomélico e genitalia hipoplasica. A expressividade da sindrome é
variavel e o hipertelorismo ocular e a baixa estatura sédo 0s sinais mais marcantes da
sindrome. A baixa estatura é mais acentuada nos individuos com a forma
autossbmica recessiva que também podem apresentar defeitos de segmentacao
costovertebral que incluem fusdes de costela. Ja os pacientes com a forma
autossbmica dominante, podem apresentar estatura normal e acometimento
cardiaco e renal(5).

Dentro desse contexto a observacao das manifestacdes clinicas apresentadas
pelos pacientes tornou-se essencial para o diagnéstico clinico tanto para a
determinacdo da forma de heranca autossébmica recessiva ou autossémica
dominante quanto para o diagndstico diferencial com sindromes que apresentam

manifestacdes clinicas semelhantes.

Diante da dificuldade de diagnostico clinico diferencial das formas autossémica
recessiva e dominante da Sindrome de Robinow, Mazzeu e col.(5) 2007 realizaram
um trabalho com um protocolo para exames clinicos baseado em descricdes de
sinais e sintomas clinicos anteriores com uma avaliacdo da frequéncia de 75 sinais e
sintomas clinicos presentes em pelo menos, 5% do total de pacientes avaliados.
Foram avaliados 88 pacientes novos e da literatura sendo 37 com SRR e 51 com
SRD. O diagnéstico baseou-se na presenca de baixa estatura ou encurtamento dos
membros, qualquer grau de hipoplasia genital e avaliagdo da face incluindo o
hipertelorismo. Foram observadas as frequéncias de 75 sinais clinicos em pacientes
com SRR e SRD e definidos aqueles que distinguiam melhor cada uma das formas

da sindrome como mostra a Tabela 1.



Tabela I: Distribuicdo dos 75 sinais clinicos estudados com base na frequéncia do sinal nos afetados pela SR autossémica dominante (SRD) e

SR autossomica recessiva (SRR)(6).

SRD

SRR

75-100

Hipertelorismo (100%)

Ponte nasal larga (100,0%)

Narinas antevertidas (100,0%)

Ponta do nariz voltada para cima (86,7%)
Micropénis (84,1%)

Baixa estatura (81,2%)

Nariz curto (81,2%)

Braquidactilia (81%)

Hipoplasia do macigo central da face (80,6%)
Encurtamento mesomélico dos membros (80,1%)
Frontal proeminente (79%)

Ponte nasal baixa (77,9%)

Criptorquidia (71,6%)

Clinodactilia (70%)

Fusdo de costelas (100%) -critério diagnéstico

Hipertelorismo (100%)

Ponte nasal larga (100%)

Ponta do nariz voltada para cima (100%)
Narinas antevertidas (100%)

Comissuras labiais voltadas para baixo (100%)
Hipoplasia do macigo central da face (100%)
Encurtamento mesomélico dos membros (100%)
Micropénis (100%)

Hemivértebra (100%)

Baixa estatura (97, 3%)

Nariz curto (93,2%)

Braquidactilia (91,4%)

Clinodactilia (87,8%)

Boca triangular (86,2%)

Midos pequenas (83,9%)

Hipoplasia de pequenos labios (80,8%)
Hipoplasia de clitéris (79,4%)

Frontal proeminente (77,8%)

Escoliose (77,4%)

50-74

Boca triangular (64,9%)

Filtro longo (64,7%)

Macrocefalia (64,2%)

Comissuras labiais voltadas para baixo (62,9%)
Midos pequenas (61,5%)

Micrognatia (56,7%)

Cilios longos (54%)

Palato alto (51,5%)

Hipoplasia de pequenos labios (50,4%)

M& oclusdo dentaria (74,6%)
Hiperplasia de gengiva (71,0%)
Micrognatia (68,2%)
Criptorquidia (66,7%)

Cilios longos (58,8%)

Lingua bifida (58,8%)

25-49

Labio superior fino (49,6%)

Fissuras palpebrais alargadas (49,5%)
Ma oclusdo dentaria (49,4%)

Palato estreito (45,9%)

Hipoplasia de clitéris (45,9%)
Retrognatia (44%)

Pectus excavatum (44%)

Epicanto (39,1%)

Lingua bifida (38,5%)

Inclinagdo mongoléide das fissuras palpebrais (37,2%)
Olhos proeminentes (36,6%)
Hiperplasia de gengiva (35, 8%)
Polegares alargados (35,6%)

Ponte nasal baixa (48,7%)

Orelhas de implantagdo baixa (44,9%)
Hipoplasia de grandes labios (39,8%)
Filtro longo (38,9%)

Retrognatia (36,6%)

Limitagdo do movimento de supinagdo dos
(36,5%)

Displasia de unhas (35%)

Fissuras palpebrais alargadas (33,9%)
Pescogo curto (30,7%)

Pectus excavatum (30,6%)

Polegares alargados (30,6%)

Labio superior fino (29%)

cotovelos




Encurtamento rizomélico dos membros (35,4%) Macrocefalia (25,5%)
Hipoplasia de grandes l&abios (34,9%)

Fenda labial/palatina (34,7%)

Halux alargado (33,1%)

Hérnia umbilical (32,3%)

Pescogo curto (29,4%)

Problemas cardiacos (exceto sopro) (28,6%)

Orelhas de implantagdo baixa (28,1%)

Anomalias renais (26,5%)

Infeccdes respiratérias recorrentes (25,2%)

SRD SRR
Hemivértebra (22,7%) Halux alargado (24,2%)
Displasia de unhas (21,7%) Nevo facial (23,9%)
Retardo mental/ RDNPM (20,5%) Hérnia inguinal (21,3%)
Nevo facial (19,4%) Sopro cardiaco (20,7%)
Escoliose (17,6%) Dentes infranumerarios (18,3%)
Escleréticas azuladas (17,3%) Infecgdes respiratdérias recorrentes (18,3%)
Hérnia inguinal (16,9%) Sindactilia (17,9%)
Filtro curto (16,8%) Camptodactilia (17,4%)
Labio superior em forma de arco de cupido (16,7%) Inclinagdo mongoléide das fissuras palpebrais (14,5%)
Dentes infranumerarios (15,8%) Orelhas pequenas (13,8%)
Fosseta sacral (14,9%) Palato alto (13,7%)
Inclinagdo antimongoléide das fissuras palpebrais (14,6%) Palato estreito (13,7%)
10-25 Aumento da distdncia entre o 1° e 2° artelhos (14,6%) Prega palmar transversal unica (13,7%)
Ptose palpebral (14,5%) Fosseta sacral (13,7%)
Prega palmar transversal unica (14,5%) Luxagdo congénita do quadril (13,7%)
Calvicie frontal (14,4%) Ptose palpebral (13,6%)
Orelhas pequenas (14,4%) Filtro curto (13,6%)
Sindactilia (14,4%) Olhos proeminentes (13,5%)
Sopro cardiaco (14,4%) Fenda labial/palatina (13,5%)
Estrabismo (12.2%) Problemas cardiacos (exceto sopro) (13,5%)
Surdez (11,9%) Hipospadia (12,5%)
Dentes supranumerarios (10,3%) Epicanto (10%)

Estrabismo (10%)
Anomalias renais (10%)
Anus anteriorizado (10%)
Surdez (10%)

Orelhas simplificadas (9,5%) Retardo mental (7,4%)
Luxagdo congénita de quadril (9,4%) Calvicie frontal (6,6%)
Hipospadia (8,8%) Labio superior em forma de arco de cupido (6,6%)
Pectus carinatum (7,2%) Encurtamento rizomélico dos membros (6,6%)
<10 Limitagdo do movimento de supinagdo dos cotovelos (7,0%) Inclinagdo antimongoléide das fissuras palpebrais
Anus anteriorizado (7,0%) (6,5%)
Camptodactilia (4,8%) Aumento da distdncia entre o 1° e 2° artelhos (6,5%)

Esclerdéticas azuladas (3,2%)
Pectus carinatum (3,2%)
Orelhas simplificadas (3,1%)
Dentes supranumerarios (0%)
Hérnia umbilical (0%)




Hoje o diagnostico diferencial das formas da Sindrome de Robinow esta bem
descrito quando se avalia um grupo de informacdes obtidas como histoérico familiar,
apresentacao dos sinais clinicos, seu enquadramento dentro do grupo de sinais
clinicos ja observados para cada variante da sindrome e técnicas moleculares de
diagnostico que atualmente sdo uma ferramenta indispensavel para confirmacao da
suspeita clinica.

Os principais sinais clinicos da forma autoss6mica recessiva da SR incluem
baixa estatura pronunciada, encurtamento mesomélico de membros, fusdo de
costelas, braquidactilia, hipoplasia genital e dismorfias faciais. As dismorfias faciais
incluem testa proeminente, hipertelorismo ocular, hipoplasia facial, boca larga e nariz
curto com narinas antevertidas(5). As anomalias orais incluem hipertrofia da
gengiva, anormalidades dentarias e fenda labio palatina.

O diagnostico clinico diferencial entre a sindrome de Robinow e outras
sindromes como as de Langer, Leri-Weill (com baixa estatura e encurtamento de
membros), Aarskog e Opitz (com hipoplasia facial e deformidades genitais), ainda
pode ser dificil visto que algumas apresentam encurtamento de membros e baixa
estatura associada a hipoplasia genital, alteracdes clinicas semelhantes as que
acometem os pacientes afetados pela sindrome de Robinow(7).

I.3 Etiologia da Forma AutossOmica Recessiva (SRR [MIM 268310]).

Por ser uma displasia esquelética grave que promove anomalias esqueléticas
acentuadas que levam ao acometimento da estrutura 6ssea de seus afetados a
forma autossdmica recessiva da sindrome de Robinow tem instigado pesquisadores
a buscarem a melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na etiologia da
sindrome. Na busca da causa genética da sindrome Afzal e cols(8) em 2000,
realizaram o mapeamento por homozigose para identificar o gene envolvido na
sindrome de Robinow autoss6mica recessiva, por meio de uma ampla pesquisa do
genoma envolvendo cinco familias de casais consanguineos e descendentes
afetados pela sindrome de Robinow autossGmica recessiva. A Unica regiao de
homozigose comum ocorreu em um segmento de 3-4 CM na regido 9922, entre 0s
marcadores D9S1836 e D9S1803.



Os mesmos autores deram continuidade ao estudo para localizar o gene no
intervalo identificado, a partir da analise de polimorfismo conformacional de fita
simples (SSCP) e sequenciamento e identificaram mutacdes nos exons 5,7 e 9 do
gene ROR2 em 26 dos 27 pacientes investigados. Simultaneamente, Van Bokhoven
e cols(9) 2000, encontraram mutacdées nos exons 5, 8 e 9 por sequenciamento em
onze familias com afetados pela SRR.

Em 2004, Schwabe e cols(10), realizaram um trabalho em modelo animal
apresentando uma detalhada andlise de camundongos nocaute Ror2 - / -
comparando com o desenvolvimento dos sinais clinicos apresentados por afetados
pela forma recessiva da sindrome de Robinow. Andlise da expressdo de Ror2 na
regido craniofacial foi realizada em embribes em diferentes fases de
desenvolvimento, onde encontraram diversas alteracfes 0sseas.

O estudo em modelo animal ressalta a importancia da expressao do gene Ror2
nas fases iniciais da embriogenese, sua influéncia na formacéo 6ssea e a atividade
das proteinas Wnts durante o processo. Esses achados sugerem a possivel
interacdo entre Wnts e Ror2 e sua interferéncia no desenvolvimento das
manifestacdes clinicas apresentadas por afetados pela forma autossémica recessiva
da sindrome de Robinow e fornecem evidéncias para a melhor compreensédo dos

processos intracelulares que desencadeiam a clinica dos afetados(10).

I. 4 Etiologia da Forma Autoss6mica Dominante

Assim como nos camundongos com mutacédo no gene Ror2, foi observado que
camundongos nulos para Wnt5a exibiam fenétipos semelhantes aos encontrados em
pacientes com sindrome de Robinow, incluindo dismorfismo facial, hipoplasia
genital, encurtamento de membros e defeitos cardiacos e ainda, que a sinalizacédo
nao canbnica de Wnt que regulava a direcdo de migracdo celular era necessaria

para fusdo do palato secundario durante o desenvolvimento embrionario (11,12).



E +/+ F /-
G
| Caractecisticas. |___DRS" | Wntsa™ mice |
Hipertelorismo 100% +
Genitalia hipoplasica (micropénis) 84% +*
Baixa estatura 81% +°
Braquidactilia 81% +
Nariz curto 81% +*
Encurtamento de membro mesomelico 80% +*
Boca triangular 65% +*
Micrognatia 57% 0
Encurtamento de membro rizomelico 35% +*
Fenda labial/palatina 35% +/-
Defeitos cardiacos 29% +
Baixa implantagio das orelhas 28% +*
Orelhas pequenas 14% »*

Figura 01 — Camundongos Wnt5a -/-tém defeitos anatémicos fenotipicamente semelhantes a pacientes
com sindrome Robinow autossémica dominante. A, B: Wnt5a - /- embrides de camundongos no dia
embrionério (E) 16,5 (B) tém olhos amplamente espacados (hipertelorismo) e uma boca triangular em
comparacdo com os controles (A). C, D: Vistas laterais revelam achatamento do perfil facial,
micrognatia, e orelhas pequenas e baixas nos Wnt5a -/ - embrides (D) em compara¢do com irmaos
controle (C). E, F: preparacgfes esqueléticas no nascimento mostram hipoplasia mandibular em Wnt5a
mutantes (F), em comparagdo com os controles (E). G: Porcentagem de resultados relatados em
pacientes com sindrome Robinow dominante comparacdo com fenétipos em camundongos Wnt5a -/~
.(13).



A partir dos resultados obtidos em modelo animal foi sugerido que as
alteracdes no gene WNT5A poderiam estar envolvidas com o fenétipo apresentado
pelos pacientes com a sindrome de Robinow. Buscando a confirmacdo dessa
possivel relacdo, em 2010 Person e cols.(13), realizam um estudo com pacientes
diagnosticados com a forma autossémica dominante da sindrome e identificaram
mutacBes no gene WNT5A em 12% dos pacientes investigados, inclusive na familia
originalmente descrita por Robinow e cols. em 1969, confirmando o papel do gene
WNT5A na etiologia da sindrome.

Outras trés familias com mutagcdo em WNT5A foram descritas por Roifman e
cols(14). em 2014. Em uma das familias a mutacdo foi identificada por
sequenciamento de exoma e a mutacao confirmada por sequenciamento Sanger.

O gene WNT5A esté localizado no braco curto do cromossomo 3, 3p21-pl4,
nas posi¢cdes 55.465.714 - 55.505.260 pb. Faz parte da familia dos genes WNT,
que codificam proteinas de sinalizacdo com atividade de regulacdo dos eventos
morfogénicos, padronizagdo durante a embriogénese, diferenciagdo celular,
crescimento, migragao e oncogénese(12).

Sua atividade de sinalizacéo intracelular ocorre a partir do complexo receptor-
ligante com os receptores FZD5 (frizzled-5) e ROR2 (receptor 6rfao com atividade
tirosina quinase 2). O receptor ROR2 esta envolvido com o fenétipo encontrado em
pacientes na forma autossémica recessiva, as proteinas Wnt ligam-se diretamente
no dominio rico em cisteina extracelular do receptor ROR2; essa interacdo entre o
receptor e as proteinas Wnt desencadeia uma das vias de transducédo de sinal que
tem atividade no desenvolvimento craniofacial e esqueleto.

Apesar da interagao clara entre WNT5A e ROR2 apenas cerca de 12% dos
individuos com a forma autossdmica dominante da sindrome de Robinow tem
mutac&o no gene WNT5A, sugerindo que outros genes da via estejam envolvidos na

etiologia da sindrome.



I. 5GeneDVL1

White e cols. e Bunn e cols (2015), relataram oito e trés pacientes
respectivamente com a forma autossémica dominante da sindrome com mutacdes
em DVL1 (dishevelled segment polarity protein 1), um gene que codifica um dos trés
ortdlogos humanos da proteina da Dishevelled da Drosophila (DSH). DVL1 esta
localizado no brago curto do cromossomo 1, 1p36.33, que codifica uma fosfoproteina
citoplasmatica que regula a proliferacdo celular, atuando em processos de
desenvolvimento, incluindo a segmentacéo e especificagdo de neuroblastos. Gene
DVL1 possui cerca de 13.84 kb e compreende 15 exons. Todas as variantes
patogénicas relatadas sdo mutacfes no exon 14, provavelmente levando a uma
transcricdo truncada(15,16). A identificacdo de mutacdes nesse gene apoia 0
conceito de que mutacdes em outros genes da via WNT5A-ROR2 podem causar a
Sindrome de Robinow.

Estudos recentes sugerem que os trés homoélogos humanos DVL1, DVL2, e
DVL3, sdo componentes fundamentais no encaminhamento correto de transmisséo
de sinais de Wnt candnicos e ndo candnicos, a maioria provavelmente por agir em
grandes complexos multiproteicos. Coletivamente, a sindrome de Robinow parece
ser um resultado da desregulacao da via WNT5A-ROR2-DVL(16).

Quanto a observacdo das manifestacdes clinicas, o fendtipo dos individuos
com mutacdes DVL1 é concordante com as descricbes clinicas anteriores como
caracteristicas faciais tipicas, anomalias dentarias e mesomelia observadas em
100% dos individuos. Em contraste com os individuos com mutacdes WNT5A
relatados até o momento com estatura normal e apenas 75% dos individuos com
mutacBes em DVL1 apresentaram essa caracteristica. Outro diferencial possivel
entre os dois tipos de DRS é macrocefalia observada em 100% dos individuos com
mutacdes em DVL1. Em trés pacientes com mutagcdo em DVL1 foi observada
osteoesclerose (15,16).

Estudos complementares sdo necessarios para investigar se mutacées no exon
14 do gene DVL1 tém uma atividade residual que compete com a proteina selvagem
e sua funcdo ou se o dominio C-terminal realiza um novo papel biolégico
imprevisivel. O ganho de fungédo da proteina mutante esti previsto para contribuir

para a doenca dominante. Mutagbes que geram perda de funcdo observadas em


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/mapview/maps.cgi?taxid=9606&chr=1&query=DVL1&qstr=DVL1&maps=snp,genes-r,pheno&zoom=2
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camundongos nocaute para o gene Dvll, originam um fendtipo relativamente leve
consistindo de problemas comportamentais e contrastam com o0s defeitos
morfolégicos graves observados em camundongos nocaute com mutacdes em
Whnt5a ou Ror2. Estas observa¢des em camundongos suportam a hipétese de que o
DVL1 truncado em individuos com DRS néo levam ao fenoétipo por perda de funcéo,

mas, sim pelo ganho de funcao.

I-6 Gene DVL3

O gene DVL3 (Dishevelled Segment Polarity Protein 3) codifica a proteina de
mesmo nome esta localizado no braco longo do cromossomo 3, 3g27.1 e
compreende 19 exons Codifica uma fosfoproteina citoplasmética que regula a

proliferacdo celular, possui 716 aminoacidos.

White e colaboradores sugeriram que mutacdes nos homologos de DVL1;
DVL2 (MIM: 602151), e DVL3 (MIM: 601368), pudessem causar a forma
autossdmica da sindrome quando mutados. Esses autores identificaram mutacdes
em DVL3 em quatro afetados pela sindrome(17). Mutacdes em DVL2 ndo foram

identificadas até o momento.

Devido a localizacéo uniforme de variantes associadas a sindrome de Robinow
mediada por DVL1, e o conhecimento que DVL1, DVL2 e DVL3 compartilham de
59% a 67% de homologia de aminoacidos, todas as variantes em DVL3 resultam em
mudanca no quadro de leitura, o que indica que estas alteracdes altamente

especificas podem ser uma causa comum da sindrome Robinow dominante(16).

I-7 Interacdo funcional das proteinas WNTs

As proteinas Wnts tem um potencial grande em diversos tipos de processos de
sinalizacdo que estao ligadas e podem interferir no desenvolvimento, formacao do
eixo embrionario priméario, e também trazer consequéncias patolégicas como o
melanoma e doencas neurodegenerativas(18). A cascata de sinalizagdo Wnts

abrange varios componentes e também é bastante complexa, sendo composta de
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trés vias principais: - canénica, polaridade celular planar e calcio dependente (Figura
2).

Os receptores que realizam as interacdes com as proteinas Wnts, que sdo
Frizzled (Fz), receptor de lipoproteina 6 (LRP6), ROR2, proteina Tyr quinase 7
(PTK7), receptor de quinase Tyr (RYK), cada receptor atuando em uma via de

sinalizacao diferente(19).

A sinalizacdo Wnt candnica é ativada quando se liga a um complexo receptor
composto de Fz e proteinas relacionadas com o receptor e co-receptores de
lipoproteina de baixa densidade 5/6 (Lrp5/6) formando uma estrutura dimérica/
multimérica. Isto desencadeia uma fosforilacdo de Lrp5/6 por CK1 e GSK3-a levando
a associacdo de GSK3 com proteinas Axin. Por outro lado, Fz interage com
Dishevelled (Dvl)(20,21), que por sua vez promove a interagdo com Axin(22,23).
Estes eventos em conjunto, fazem com que a a-catenina acumulada no citoplasma
seja translocada para o nucleo, onde se associa com fatores de transcricdo, tais
como TCF (fator de célula T) e LEF (fator potenciador linféide de ligacdo) para

mediar a transcricéo inducao de genes-alvo.
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Figura 02: Esta ilustracdo descreve as rotas mais elucidadas de sinalizagéo celular Wnt, que séo da
esquerda para a direita: a candnica / 4-catenina, o PCP / WNT, e as vias Ca2 + / WNT. DVL esta

marcado em vermelho. O mecanismo pelo qual o PCP inibe a via canbnica é desconhecido (15).
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A literatura mostra 19 genes existentes que codificam Wnts que ativam duas
diferentes vias de sinalizacdo, que sado nomeadas de candnica (a-catenina-
dependente) ou nao-canbnica (a-catenina independente). Uma das vias
independentes de a-catenina é a via de PCP (polaridade celular planar), mediada
por receptores ROR2 que realizam interacio com as proteinas Wnts
desencadeando processos de transcricdo. O funcionamento dessa via é
fundamental na osteoblastogénese e osteoclastogénese, mostrando que qualquer
interferéncia na atuacdo do receptor ROR2, influencia no desenvolvimento do

esqueleto, como evidenciado nos pacientes com a sindrome de Robinow.

A busca sobre o conhecimento de novas mutacbes em genes dessa via,
associado ao feno6tipo dos pacientes, podem colaborar para um maior entendimento
de seus processos biolégicos, como também ajudar no diagnostico molecular de
pacientes com SR, correlacionando o gendétipo e o fendtipo dos individuos, levando
a um melhor entendimento da fisiopatologia de cada uma das formas da sindrome,

como também enriquecer a literatura dos mecanismos de acédo do gene DVLL1.
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II. Objetivo geral

O objetivo geral desse trabalho foi identificar novas mutag¢des no gene DVL1

em pacientes com a Sindrome de Robinow autossémica dominante.

II.1 Objetivos Especificos

1. Descrever o quadro clinico dos pacientes a fim de corroborar a hipétese

diagndstica da forma autossémica dominante da sindrome.

2. Pesquisar mutagbes no gene DVL1 em afetados pela forma dominante da SR

buscando a caracterizagdo de novas mutagoes.

3. Verificar se ha correlacéo entre o fenotipo e o tipo de mutacéo identificada.
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Il. Materiais e Métodos

[ll.1 Selecéo dos pacientes para estudo

1. Foram selecionados 11 pacientes com caracteristicas clinicas da
Sindrome de Robinow autossémica dominante que aceitaram participar
da pesquisa.

2. Os pacientes foram encaminhados pela Robinow Syndrome
Foundation, EUA.

3. Os pacientes ou genitores preencheram termo de consentimento livre e
esclarecido.

4. O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de Brasilia (CEP FM: 079/2009;
25/11/2009).

Os pacientes foram avaliados pela Profa Dra Juliana Forte Mazzeu de Araujo
durante os encontros da Robinow Syndrome Foundation com base na anamnese,
exame fisico e dados de prontuarios médicos com excecdo do paciente 2. Para
todos foi preenchida uma ficha para anotacdo dos dados de anamnese, da qual
constam 0s principais sinais clinicos a serem investigados em pacientes com a
sindrome (Anexo II).

Os pacientes 1, 2, 3, 5, 8, 9 e 10 ndo apresentam mutacao nos genes WNT5A
e ROR2.

[11.2 Material biolégico

As amostras de sangue foram obtidas por punc¢do venosa, em tubos de
coleta com sistema a vacuo e EDTA como anticoagulante. Os voluntarios maiores

de 18 anos assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, 0s pacientes
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menores de idade tiveram o consentimento livre e esclarecido assinado pelos

responsaveis.

[11.3 Triagem de mutacdes no gene DVLL1.

A pesquisa de mutacdes no gene foi realizada por sequenciamento Sanger
direto em DVLL1.

[11.3.1 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir do sangue periférico pelo método Puregene
“Salting out”. Este método € dividido em etapas, sendo a primeira de lise celular,
onde foi utilizado 5mM MgCI2, 1mM EDTA pH 8,0 em uma reacéo e, 10mM Tris pH
7,5, ImM EDTA pH 8,0 e 1% SDS em outra, para cada reacdo a solucdo foi
centrifugada a 3400 rpm por 10 minutos. Para a segunda etapa utilizou-se 1 ml da
solucdo de precipitacao de proteina ao lisado celular. Esta solugcdo contém 7,5M de
NH4 Ac. Centrifugou-se a 3400 rpm por 10 minutos. As proteinas precipitadas
formam um pellet marrom escuro e compacto.

Na etapa de precipitacdo de DNA, o sobrenadante foi transferido para um tubo
Falcon contendo 3ml de isopropanol. O tubo foi invertido lentamente até que se
formasse um novelo de DNA. A reacao foi centrifugada a 3400 rpm por 3 minutos.
Retirou-se o sobrenadante, e adicionou-se 3ml de etanol absoluto. A reacéo foi
novamente centrifugada. Depois disso, drenou-se o tubo e deixou-se o DNA secar a
temperatura ambiente por 15 minutos. Na ultima etapa, acrescentou-se ao tubo com
0 DNA, 200-250 pl de TE 1x ou agua milliQ, que resultou em uma concentracdo
aproximada de 400 ng/ul. O DNA foi armazenado a 2-8°C.

O DNA obtido foi quantificado no espectrofotbmetro Nanodrop (Thermo
Scientific)
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[11.3.2 PCR- Reacdo em cadeia pela polimerase

Para as reagbes de PCR, num volume total de 25I, foram utilizados 80-200ng
de DNA gendmico, 2,5 de dNTP (200M de dCTP, dTTP, dGTP e dATP); 2,5U da
enzima Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, USA) e 2,51 de tampao especifico
dessa enzima; MgCI2 em concentragdo otimizada para cada par de primer, 1l
(1,5M), de pares de primers especificos na tabela 1 e quantidade complementar de
agua. As condicbes de amplificacdo foram as seguintes: cinco minutos de
desnaturacao inicial a 94°C, 35 ciclos de um minuto a 94°C, um minuto a
temperatura de annealing calculada para cada par de primer e um minuto a 72°C,

seguidos de uma etapa de extensao de 10 minutos a 72°C.

Tabela 2: Primers utilizados para amplificacéo da regiao codificante do gene DVLI.

Cada par de primer amplifica um exon do gene DVLL1 ou parte dele.

Exon Sequéncia

14F 5' - CAAGATCACCTTCTCCGAGC - 3'
14R 5'- GCCCAAGTACACAGCAGGAG - 3'
15F 5'- CTCAAGCATCGGGGTGAG - 3'

15R 5' - GACACAGGTGCTGTCAGGAG - 3'

[ll 3.3 Sequenciamento Sanger

A purificagdo das amostras para sequenciamento foi realizada com kit

lllustra™ ExoProStar™,
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O sequenciamento Sanger foi realizado para 11 pacientes participantes da
pesquisa. Para o sequenciamento Sanger foi utilizado o sequenciador ABI 3130 da
Applied Biosystems, no Laboratério de Biotecnologia do Programa de Poés-
graduacdo em Ciéncias Genbdmicas e Biotecnologia da Universidade Catodlica de
Brasilia, seguindo o protocolo de sequenciamento de rotina do laboratério. Como as
principais mutacfes dos pacientes se ddo por mudanca do quadro de leitura
(Frameshift), o que requer uma maior qualidade no sequenciamento, os resultados
obtidos ndo foram satisfatérios, e foram refeitos no Baylor Hopkins Center for

Mendelian Genomics (Houston, TX, EUA) em parceria ja estabelecida.

[11.3.4 Clonagem

Os fragmentos de PCR foram clonados utilizando o TOPO TA cloning kit
(Thermo Fisher, Carlsbad, EUA) e posteriormente sequenciados por

sequenciamento Sanger.

IV. Resultados e Discussao

Foram avaliados 11 pacientes com diagnéstico da forma autossémica
dominante da sindrome de Robinow sendo que quatro apresentaram mutacdes em

heterozigose no exon 14 do gene DVLL1.

IV.1 Descricéo Clinica

Paciente 1

Paciente do sexo masculino com quarenta e nove anos de idade, nascido nos
Estados Unidos, filho de pais ndo consanguineos. Nasceu de parto normal, medindo
46 cm (< 3° percentil) e pesando 2,5 kg (< 3° percentil). Foi diagnosticado com a

sindrome aos sete anos de idade. Fez cirurgia para aproximar os olhos e fechar o
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palato. Ao exame clinico observou-se estatura normal (1,69m; entre o 10° e 25°
percentis) macrocefalia (PC = 62cm, > percentil 98), cabelo esparso, calvicie frontal,
frontal proeminente, hipertelorismo, fissuras palpebrais alargadas, facies achatado,
nariz curto, narinas antevertidas, boca triangular, labio superior fino, ma implantacéo
dentaria, hipodontia, orelhas simplificadas e longas, encurtamento mesomelico de
membros, hiperextensibilidade articular, clinodactilia de 5° dedos, braquidactilia,
genitalia hipoplasica com micropenis e criptorquidia bilateral e encurtamento de

pododactilos. Refere multiplas infeccdes renais.

Paciente 2

Paciente do sexo masculino com 45 anos de idade, nascido na Argentina, filho de
pais ndo consanguineos. Ao exame clinico observou-se estatura normal abaixo do
canal familiar, macrocefalia, hipertelorismo, testa larga e proeminente, nariz curto,
ponte nasal larga, lingua encurtada, fenda labial, hipertrofia de gengiva,
apinhamento dentario, dentes irregulares, micrognatia, encurtamento mesomélico
discreto, braquidactilia, genitalia hipoplasica, criptorquidia, escoliose discreta. Relata
infeccbes de ouvido frequentes na infancia, perda de audicdo, problemas
respiratérios e refluxo gastroesofagico.

Paciente 3

Paciente do sexo masculino atualmente com 18 anos de idade, nascido nos
Estados Unidos, filho de pais ndo consanguineos. Ao exame fisico apresenta baixa
estatura, facies tipica com hipertelorismo, epicanto, nariz curto, hipertrofia de
gengivas, fenda labial, bilateral, l6bulos da orelha espessos, encurtamento
mesomélico de membros, hipertelorismo mamilar, micropénis e criptorquidia a direita

(corrigida).
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Paciente 4

Paciente do sexo feminino com 20 anos de idade, nascida nos Estados Unidos, filha
de pais ndo consanguineos. Ao exame fisico apresenta baixa estatura (1,50m; , 3°
percentil), macrocefalia PC= 59 cm, > 98° percentil), olhos proeminentes,
hipertelorismo, epicanto, cilios longos, ponte nasal larga, narinas antevertidas, nariz
bulboso, filtro curto, boca em arco de cupido, palato alto, lingua bifida,
microretrognatia, encurtamento mesomeélico de membros, clinodactilia, braquidactilia

e polegares alargados.

Paciente 5

Paciente do sexo masculino com 16 anos de idade, nascido no Canada, filho de pais
ndo consanguineos. Ao exame clinico observou-se baixa estatura, bossa frontal,
hipertelorismo, estrabismo, cilios longos, ponte nasal larga, narinas antevertidas,
boca triangular, labio superior fino, hipoplasia maxilar, nevo facial, microretrognatia,

braquidactilia, polegares alargados, micropénis, criptorquidia e hérnia umbilical.

Paciente 6

Paciente do sexo masculino com 19 anos de idade, nascido nos Estados Unidos,
filho de pais ndo consanguineos. Ao exame clinico observou-se estatura normal
macrocefalia (PC; 70,5cm. > percentil 98), bossa frontal, olhos proeminentes, nariz
bulboso, narinas antevertidas, ponte nasal larga, filtro longo, boca triangular, cantos
da boca voltados para baixo, labio superior fino, palato alto, hiperplasia gengival,
lingua bifida, anormalidades dentarias, genitdlia hipoplasica e ambigua, fosseta

sacral e hérnia umbilical.
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Paciente 7

Paciente do sexo feminino com 31 anos de idade, nascida na Inglaterra, filha de pais
ndo consanguineos. Ao exame clinico observou-se estatura limitrofe (1,52, entre 3° e
5° percentis), macrocefalia (PC=59 cm, >98° percentil), olhos proeminentes, nariz
bulboso, narinas antevertidas, ponte nasal larga, filtro longo, boca em forma de
triangulo, lingua bifida, micrognatia, hiperplasia gengival, displasia mesomelica,
braquidactilia e hérnia umbilical. Apresentava Tetralogia de Fallot.

Paciente 8

Paciente do sexo masculino com 30 anos de idade, nascido nos Estados Unidos,
adotado, pais biologicos desconhecidos. Nasceu com multiplas malformacdes e
dismorfias dentre elas: baixa estatura (1,55m, < 3° percentil), macrocefalia, testa
alta, hipoplasia de face média, hipertelorismo, fendas palpebrais amplas, narinas
antevertidas, hiperplasia gengival, lingua curta e bifida, anomalias dentarias,
encurtamento mesomélico de membros, braquidactilia, clinodactilia, criptorquidia
bilateral micropénis, hérnia inguinal, defeitos cardiacos e onfalocele. Foi submetido a

um total de 23 cirurgias e foi examinado por nds apés as correcdes cirurgicas.

Paciente 9

Paciente do sexo feminino com 47 anos de idade, nascida nos Estados Unidos, filha
de pais presumidamente consanguineos de comunidade menonita. Ao exame
clinico observou-se estatura limitrofe (1,52, entre 3° e 5° percentis), macrocefalia
(PC 59 cm; >98° percentil), bossa frontal, hipertelorismo, olhos proeminentes,
estrabismo, cilios longos, boca em forma de triangulo, labio superior fino, lingua
bifida, hiperplasia gengival, fissura do palato mole, anomalias dentarias,
encurtamento mesomeélico de membros, limitagdo da supinacdo dos cotovelos,
braquidactilia, clinodactilia, polegares alargados, displasia das unhas, pectus
excavatum, hérnia inguinal, genitalia hipoplasica com clitéris pequeno e agenesia
dos pequenos labios, fosseta sacral. Refere anomalias renais. Fez cirurgia plastica

facial. Possui dois filhos sendo um menino normal e uma filha afetada (Paciente 10).
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Refere que seu pai é também afetado, mas como ele vive em comunidade menonita

nao tivemos acesso a ele ou mesmo fotos.

Paciente 10

Paciente do sexo feminino atualmente com 15 anos de idade, nascida nos Estados
Unidos, filha de pais ndo consanguineos, sendo a mée também afetada (Paciente
9). Ao exame fisico observou-se baixa estatura, bossa frontal, hipertelorismo, olhos
proeminentes, cilios longos, nariz curto, narinas antevertidas, ponte nasal larga,
hiperplasia gengival, boca triangular, boca em forma de cupido, l&4bio superior fino,
lingua bifida, anomalias dentarias, micrognatia, encurtamento mesomélico de
membros, clinodactilia, primeiro dedo largo, braquidactilia, clitéris pequeno e

agenesia dos pequenos labios.

Paciente 11

Paciente do sexo masculino com 25 anos de idade, nascido nos Estados Unidos,
filho de pais ndo consanguineos. Ao exame clinico observou-se baixa estatura
(1,55, <3° percentil), normocefalia (PC=54cm, 25-50° percentis), calvicie frontal,
olhos proeminentes, epicanto, esclerdtica azul, cilios longos, fissuras palpebrais,
nariz bulboso, ponte nasal larga, face media hipoplasica, boca triangular, cantos da
boca voltados para baixo, fenda palatina, micrognatia, anormalidades dentarias,
lingua curta, clinodactilia, sindactilia, braquidactilia, displasia de unhas, hérnia

umbilical, escoliose e anomalias renais. Nasceu com onfalocele.
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IV.2- Diagndstico Molecular

A andlise por sequenciamento Sanger dos exons 14 e 15 do gene DVL1, dos
pacientes participantes dessa pesquisa revelou que quatro dos 11 pacientes eram

portadores de mutacdo em heterozigose no exon 14 do gene DVL1.

O paciente 01 apresentou uma mutacdo no exon 14 identificada por uma
mudanca de fase no eletroferograma como mostra a Figura 13. A clonagem dos
fragmentos ainda n&o foi concluida, portanto a posi¢cao exata da mutacdo ndo pode

ser confirmada. A analise in silico sugere uma delecdo de 13pb.

Paciente 01
DVL1

gDNA

Figura 03: Segmento do eletroferograma do sequenciamento Sanger do exon 14 do gene DVL1 para

o Paciente 01.

A segunda mutacdo encontrada foi na amostra do paciente 02, onde
identificamos pelo sequenciamento uma variante patogénica no gene DVL1. Esta
delecdo de 13 pares de bases esta na posicao c.1505 1517del; P.His502Profs *
143, confirmada pela clonagem do fragmento (Figura 14). Esta variante afeta o exon
14 de DVL1 sendo uma mutacdo de mudanca no quadro de leitura, isto €, é predita
a alteracdo da estrutura de leitura de traducdo da extremidade C terminal da

proteina DVL1 que provavelmente tem consequéncias patogénicas.
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Paciente 02

DVL1

EACCCAG ARG CCABGEGEECAGCCEGATCAGLEBTATCCTGBATELE

B o NW“A{WMWMWWWW

AOCCCTOACCLCAGAGOC CAGOOBAOCAGCCEOGTEOGGCA0BCOG00CCAGLATE

WT clone

13bp del clone GGTAGCGCTG ALCCAG AGGCCAGEE GG CAGE GGG CCAGCG TG TCETGATCE G

wspeceespmrel (1111 Mﬂmﬂﬂﬂ f" ‘f"’\’ m

‘ggtagcc ctgaccca gageccagEgEacagceggsccagiatgtcctgatccy

Figura 04: Segmento dos eletroferogramas do sequenciamento Sanger do exon 14 do gene DVL1

para o Paciente 02 antes e apés a clonagem.

O terceiro resultado positivo se deu no paciente 06, por uma insercdo de 5
pares de bases na posicdo ¢.1612_1616dup; P.Ser539Argfs * 112 (Figura 15). Essa

mutacéo altera o quadro de leitura, sendo provavelmente patogénica.

P L L O e e T
GGGCTTTAGCTATGGLAGCGGCAGGGLCGOACCGGGAGTCAGLCGAAGGGGA!Y

Paciente 06

DVL1 EONA

HEEHE L L

GBGGGCTTTAGC TATGGCAGCGGLAGCACCGGBAGTCAGCAGAGTBAAGGTG
WT clone
Name
Chr:g.1273380_1273384dup f\Mﬁ } f |'
NM_004421.2:c.1612_1616dup )
14
? ééé c

mutant clone

tl
Shp insert \MJ_LLL };:‘u

cesGeT

aum’* ‘M iMMﬂ()A* "‘uﬁ(\fb il i *‘f\

Figura 05: Segmento dos eletroferogramas do sequenciamento Sanger do exon 14 do gene DVL1

mutant clone #2
Sbp insert

para o Paciente 06 antes e apés a clonagem.
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O paciente 07 também teve sua amostra positiva ao sequenciamento, onde
identificamos uma delecdo de 13 pares de bases na posicdo ¢.1496 1508;
p.Pro499Argfs * 146. Esta variante altera o exon 14 de DVL1, como mostra o

resultado do sequenciamento (Figura 16).

Paciente 07
WTclone |

|||f\ ” H Hw\hm M J\I\JW\/ ””M (\| H'II

A E / L’ | LJ Lm L \
Name:
Chr:g.1273488 1273500  GGLCAGGGG GGGCCAGEG CCGAAGTCCCAC TG G &
NM_004421.2:¢.1496_1508del i del kﬂ\ /\ \ {\ ‘

= fJ w% ol [m T

13bp del
clone #2 ;

Figura 06: Segmento dos eletroferogramas do sequenciamento Sanger do exon 14 do gene DVL1

para o Paciente 07 antes e apds a clonagem.

Os demais pacientes ndo apresentaram mutacao nos exons 14 e 15 do gene
DVL1. No paciente 11 foi detectada mutacdo no gene DVL3 como parte de outro
projeto de pesquisa.

A figura 17 representa a posicdo das mutacdes descritas na literatura e do
presente trabalho no gene DVL1. Todas as variantes estdo localizadas dentro de
uma faixa de aproximadamente 110 nucleotideos no penultimo exon, e todos séo

delecdes que resultam em uma mudanca no quadro de leitura.
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Figura 07: Locais de todas as variantes descritas na literatura e em nosso trabalho atualmente no
gene DVL3 da SR. A cor preta representa regides idénticas ao tipo selvagem DVL1, e vermelho
indica a regido de codificagdo mutante, a cor laranja indica nucleotideos eliminados em individuos
relatados por Bunn e cols., o verde representa os de White e cols,2015, amarelo White cols., 2016 e a

cor azul representa os afetados dessa pesquisa.

Até o momento haviam sido descritas na literatura 12 diferentes mutacoes
como mostra a Figura 17 e a Tabela 03. Comparando 0s nossos resultados com os
anteriormente descritos, observamos que nenhuma das trés mutagdes encontradas
em nosso trabalho havia sido reportada na literatura.

A familia de proteinas Dishevelled (DSH), originalmente descoberta em
Drosophila melanogaster, é essencial para padronizacdo tecidual. Drosophila DSH
evoluiu trés ortdlogos em mamiferos: os genes homélogos Dvl1, DvI2, e DvI3, que
compartilham de 59% -67% de homologia de aminoé&cidos, e tem uma localizacédo
uniforme de variantes associadas a doencas na SR. No modelo animal, Dvl1 e DvI3
sé@o localizados no interior do tubo neural em desenvolvimento, e todas as trés

proteinas Dvl tém padrdes de localizacdo semelhantes(24).

Nossos dados apoiam fortemente estudos anteriores relatando que mudancas
especificas do quadro de leitura no pendltimo exon do DVL1 causam DRS. A
literatura atual indica que estas variantes estdo aglomeradas no penultimo exon e
produzem uma cauda de peptideo C-terminal mutante que € altamente basica e rica
em prolina, e maior do que 100 aminoacidos de comprimento. White e cols.,
relataram que a fungédo exata da cauda C-terminal é desconhecida, mas os ultimos

35 aminoéacidos tém sido mostrados conservados entre todas as proteinas preditas.
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Tabela 03: MutagGes encontradas no presente trabalho e reportadas na literatura em

pacientes com a forma autossémica dominante da sindrome de Robinow(15,16,17).

AlteracOes de Base Sexo Pais de nascimento
€.1570_1571delC F EUA
c.1505_1517delACCCGGCTGCCC F EUA
c.1519delT M EUA
€.1505 1517delACCCGGCTGCCC F Dinamarca
€.1508delC M Portugal
€.1508delC M Portugal
c.1615delA M Turquia
c.1529delG F EUA
c.1519delT F -
c.1562delC M Nova Zelandia
c.1576_1583delG F -

? M EUA
€.1505 1517del M Argentina
c.1612 1616dup M EUA
c.1496 1508del F Inglaterra

Legenda: Mutag6es encontradas no presente trabalho marcadas por sombreamento.
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A sinalizacdo Wnt € uma via altamente conservada envolvida na proliferacédo
celular, migracdo e estabelecimento de polaridade celular planar, em organismos
eucarioticos. Nos seres humanos, os alelos hipomorficos e mutacdes de perda de
funcdo dos genes WNT5A e ROR2, respectivamente, ambas as quais codificam
proteinas envolvidas na cascata de sinalizagdo ndo canfnicas, b-catenina

independente, levam a DRS e RRS, respectivamente(25).

E interessante notar que os genes causativos para a sindrome de Robinow ja
descritos incluindo WNT5A, ROR2, DVL1 e DVL3 fazem parte da sinalizacdo Wnt
nao-candnica. WNT5A atua como ligante do receptor de membrana ROR2 que
transduz o sinal via Dishevelled. ROR2 parece participar apenas da via PCP e desta
forma a alteracéo dessa via de sinalizac&o deve ser a principal causa das alteracdes
fenotipicas da sindrome. Mais trabalhos s&o necessérios para elucidar o mecanismo
pelo qual as mutagbes em DVL1 e DVL3 resultam em DRS e suas interagdes dentro

da via de sinalizacdo Wnt.

S&a0 necessarios mais estudos para investigar se as mutacées no exon 14 do
DVL1 DRS-associado produz uma proteina com atividade residual que compete com
a proteina de tipo selvagem e perturba a sua funcado (anamoérfica) ou se o0 novo
dominio C-terminal executa uma nova, imprevisivel papel biolégico (heomaorfica). Em
gualquer caso, uma proteina alterada dominante negativo ou o ganho ou perda de

funcdo esté previsto para contribuir para a doenca dominante(16).

O trabalho de Mazzeu e cols. em 2007 reportou a frequéncia de 75 sinais e
sintomas em pacientes com as formas dominante e recessiva em pacientes novos e
ja descritos na literatura. Esse trabalho estimou as frequéncias de cada sinal
levando em conta a possibilidade dele estar ou ndo ausente quando ndo era
reportado. Com base na descricdo clinica de nossos pacientes, construimos a
Tabela 04 que mostra as frequéncias encontradas no trabalho de Mazzeu e cols.,
(2007) e a presenga desses sinais em nossa amostra. Importante ressaltar que
foram adicionadas apenas as caracteristicas com frequéncia > 25% de acordo com o

trabalho de realizado por Mazzeu e cols. 2007.
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Tabela 4:Caracteristicas clinicas dos pacientes investigados no presente estudo e frequéncia desses sinais na forma autossémica dominante da sindrome

(6).

Caracteristica % * n % PCT1 PCT2 PCT3 PCT4 PCT5 PCT6 PCT7 PCT8 PCT9 PCTI10 PCT 11

Bossa frontal 07/11 63 + + + - + + - - + + -

Hipertelorismo 100 11/11 100 + + + + + + + + + + +

Cilios Longos 54 05/11 45 - - - + + - - - + + +

Epicanto 39 05/11 45 + # + + - - - + - - +

Nariz curto 81 08/11 71 + + + + + - + - + + -

Nariz bulboso 06/11 54 - - + + + + + - - - +

Hipoplasia Ter¢co Médio 80 11/11 100 + + + + + + + + + + +
da Face

Filtro longo 64 05/11 45 + * * - - + + + - - +
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Tabela 04: Continua.

Caracteristica % * n % PCT1 PCT2 PCT3 PCT4 PCT5 PCT6 PCT7 PCT8 PCT9 PCTI10 PCT 11

Boca triangular 65 07/11 63 + - - - + + + - + + +

Anomalias dentérias 49 10/11 90 + + # + + + + + + + +

Fenda labial/palatina 34 04/11 36 + + + - - + - - - - -

Lingua curta 10/11 90 + + - + + + + + + + +

Micrognatia 56 07/11 63 + + - + + - + - - + +

Pescoco curto 29 02/11 18 + - - - - + - - - - -

Hemivértebra 22 02/11 18 - - + - + - - - - - -

Clitoris Hipoplasico 45 02/04 50 NA NA NA # NA NA # NA + + NA
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Tabela 04: Conclusdo.

Caracteristica % * n % PCT1 PCT2 PCT3 PCT4 PCT5 PCT6 PCT7 PCT8 PCT9 PCT10 PCTI11

Pequenos Labios 50 02/04 50 NA NA NA # NA NA # NA + + NA
Hipoplasicos

Infecgdes respiratorias 25 03/11 27 + + - - - + - - - - -

Anomalias renais 26 03/11 27 - - - - - - - - + + +

Hérnia inguinal 16 05/11 45 + - + - + + - + - - -

Pais de nascimento EUA ARG EUA EUA CAN EUA UK EUA EUA EUA EUA

e  %* segundo Mazzeu e cols., + presente / - ausente / NA ndo aplica / # N3o avaliado.
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Observamos que 0S nossos pacientes apresentam frequéncias semelhante
as do trabalho de Mazzeu e cols., (2007) para a maior parte dos sinais clinicos. O
fendtipo dos individuos do presente estudo é concordante com as descricoes
clinicas anteriores da DRS (Tabela 4). As caracteristicas tipicas faciais como
hipertelorismo e hipoplasia do terco médio da face foram observados em 100% dos
individuos afetados. Todos apresentavam anomalias congénitas adicionais, incluindo
micropénis (6/7 individuos do sexo masculino), hipoplasia genital (2/4mulheres),
hérnias umbilicais (5/11 individuos), malformacdes cardiacas (4/11 individuos),
anomalias renais (3/11 individuos), e ponte nasal larga (10/11 individuos) (Tabela 4).

O diagnostico diferencial de RRS e DRS baseia-se na presenca de fusfes de
costelas, que se encontra exclusivamente em pacientes com RRS, e, em casos
familiais, também pelo padrdo de heranca. Nossa analise mostra que o diagnostico
diferencial da RRS e DRS é facilitado por sinais adicionais que tém frequéncias
distintas nas duas variantes. Por exemplo, hemivértebra e escoliose ocorrem com
frequéncias de 97,5% e 77,4%, respectivamente, em pacientes com RRS; suas
frequéncias correspondentes em pacientes com DRS sdo 22,7 e 17,6%,
respectivamente. Estes defeitos em associagdo com fusdes costela caracterizam os
defeitos de segmentacéo costovertebral tipicos de pacientes com RRS (6).

A baixa estatura foi uma caracteristica em que houve uma frequéncia
destoante entre os dois trabalhos, pois a literatura apresenta 81% e no nosso
trabalho apenas quatro dos 11 pacientes tinham baixa estatura. Quando
consideramos apenas 0s pacientes com mutacdo em DVL1 todos tinham estatura
normal na idade adulta(16). No entanto, os pacientes tem registro de baixa estatura
na infancia e posteriormente alcancam estatura normal, porém abaixo do canal
familiar. O presente trabalho inclui principalmente individuos adultos e por isso a
frequéncia de baixa estatura foi menor. Ja os individuos com mutacdo em DVL3 tém
baixa estatura mesmo na idade adulta (17). A macrocefalia também estava presente
em todos os pacientes com mutacdo em DVL1 e em apenas 2 dos 6 pacientes sem

mutagé&o identificada.

A hiperplasia gengival estava presente em 90% dos pacientes do Nnosso
trabalho enquanto que no trabalho anterior a frequéncia era de 38,5% (6). Esse sinal

€ muito frequente, no entanto, pouco relatado na literatura mostrando a importancia
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da inclusdo de pacientes bem caracterizados clinicamente e da avaliacado

multidisciplinar desses pacientes.

Bunn e cols (2015) e White e cols (2015) relataram osteoesclerose em
pacientes com SR e mutacdes em DVL1 Os pacientes incluidos no presente
trabalho ndo puderam ser avaliados quanto a densidade Ossea.

A andlise de pacientes com a sindrome de Robinow agrupados de acordo
com o gene mutado podera fornecer frequéncias mais precisas dos sinais clinicos e
a diferenciacao de formas clinicas.

A identificacdo do gene mutado nos demais pacientes podera contribuir na
elucidacdo ndo apenas nas diferentes formas clinicas mas no entendimento da via
nao canonica de WNTSs.

Os dados do presente trabalho certamente contribuirdo para a melhor
caracterizagdo do quadro clinico associado a muta¢des no gene DVL1.
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V. Conclusoes

Nossa pesquisa contou com 11 pacientes com a forma autossémica
dominante da sindrome de Robinow, dos quais quatro apresentaram mutacdo em
DVL1.

As 03 mutacdes ja clonadas e sequenciadas que levavam a mudangas no
quadro de leitura e ndo foram descritas previamente na literatura. Portanto, nosso
trabalho contribui para composicdo do quadro de mutacdes patogénicas associadas
a sindrome.

A caracterizacgao clinica detalhadas mostrou que a frequéncia de alguns sinais
era discordante da literatura mostrando a importancia de uma caracterizagcéo precisa
de um grupo maior de pacientes principalmente para se estabelecer um melhor
entendimento da relacdo gendtipo/fendtipo.

Os pacientes estudados com mutacdo em DVL1 ndo apresentam baixa
estatura na idade adulta, como ja sugerido na literatura.

Todos os pacientes com mutacdo em DVL1 apresentaram macrocefalia
enguanto a frequéncia foi menos nos individuos sem mutacéao (2/6).

A identificacdo de novos genes e a descricdo clinica de pacientes com
mutacdes e cada um dos genes causativos ira contribuir para a melhor

caracterizacdo da sindrome e melhor entendimento da via ndo candnica de WNTS.
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PAT ettt e PROFISSAO .vvviiiiimaennn. IDADE ....ANOS
ESCOLARIDADE &+ttt teee e teeee e e eeeeeeeenn
MOTIVO DA CONSULTEA &+ttt ee e et teee e et teeee et eeee e et taaee e e eteaaaeeannn.
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1)

ANAMNESE GERAL

1.

1)

Antecedentes pré-natais (gestacdo)

pré-natal (s/n).... duracédo .......... medicamentos.........c.ce...
antibidticos i it e e e intoxicagcdes. ...,
exposicdo a radiagdes. ... outras intercorréncias

Antecedentes perinatais

parto ....... ind.de Apgar(s/n)... choro(s/n)... cianose(s/n)....

Peso ........ kg comprimento ........ cm per.cefdlico ......... cm
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1.

3)

Evolugdo neuro-psico-motora

sustentou a cabeca ..........
engatinhou ............ ...,
andou sem apoio ...e.i.iiiieen..
formou frases................
controle vesical (diurno) ...
controle anal (diurno) ......
Escolaridade

escola especial (s/n)

nivel atingido ..............

Histéria patoldgica pregressa

40

e sentou sem apoio .............

e ficou em pé ... .. ...

falou primeiras palavras..........
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3) EXAME FISICO Data do exame ..../..../.......
3.1) Geral
PESO ... kg altura ...... cm perimetro cefadlico ........ cm
bossa frontal (S/N) «.uiueenennn. calvicie frontal (s/n)..........

hipoplasia de face média(s/n).............

Nevo facial (S/m) v v eneenn. PESCOGCO CUrtO. v v it i e e

3.2) Regido orbitéaria

Epicanto(s/n) ....ceeeeneo... olhos proeminentes(sS/n)........cv....
Esclerdticas azuladas (S/I) v uu ettt oottt eeeeeeeeeseeeeennneees
Fissuras palpebrais ............ estrabismo(S/N) vt
Cilios 1ongos(S/N) « v v e e ienennennnn ptose(s/Nn) «eeeeii i,
disténcia intercantal interna............. .. 000 mm
disténcia intercantal externa ...........c.cc000.n. mm

disténcia bipupilar . ...ttt mm



3.3) Regido nasal

Bulboso(s/n) ........

Ponte nasal larga(s/n)........... Ponte nasal baixa(s/n) ......couee..

Filtro (longo/curto)

3.4) Regido buco-mandibular

Boca triangular (s/n)

Cantos da boca voltados para baixo(s/n).......

Ladbio superior fino(s/n) ....ceeeeeeeenneennn..

ldbio em forma de arco de Cupido(S/N) ittt tieneeeeenennn.

ldbio leporino (s/n)

palato alto (s/n) ..

lingua bilobada(s/n)

micrognatia(s/n)....

anomalias dentérias

.......... palato fendido (s/n) ..........

......... palato ogival (s/n) ............
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3.5)Genitélia

Hipopléasica (s/n)

Fosseta sacral(s/n) .....eeeeeee.o..

3.5.1)Masculina

Pénis pequeno(s/n).......... criptorquidismo(s/n) ...,

escroto em cachecol(s/n)........

3.5.2)Feminina

Hipolasia de:

Clitdéris(s/n) ...

Grandes lébios(s/n)............. Pequenos 1lébios(s/n)....cvvevienn..
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3.6) Membros superiores

3.6.1)Maos

Prega palmar......eeeeeeeeeeans Comp. PaAlMa. . v eeeeeeeeeeeeenennns
Comp. dedo médio ............. Braquidactilia(s/n) .....eeeeeeeeno...
Polegar alargado(s/n)......... Displasia de unhas(s/n) .......c.....
Clinodactilia (s/n).....cvevenn. Sindactilia(s/n)...... ...

3.7) Membros inferiores

3.7.1)Ppés

Comprimento...........o.... Displasia de unhas(s/n)..........coo....

Clinodactilia(sS/n) «.uueeeeeeeeennn Sindactilia(s/mn) «vue e eeennn



3.8) Outros

Distédncia intermamilar..............

Pectus excavatum(s/n) ......oueueeeee.o..

Hérnia umbilical (S/N) v v v v v ennnen.

Hérnia inguinal(s/n).......c.ceeee....

Hepatosplenomegalia(s/n) ............

ANOMALl1aAS FONAL S e i i ittt ettt ettt ettt eneeoeeeeeeeeeeeeeneeneeneenn

Problemas CArAiaCOS . v v v ettt enneeeeenneeeeeenneeeeeenseeeeenneeeeennnn

3.9) Exames especializados

3.9.1) exame radioldgico

Anomalias de costelasS..v.e e ennnnnn

Hemivértebra. .ottt et iiieeenneens

3.9.2) audiometria

3.9.3) outros

45



46

4.0) Informacdes dos familiares (caso haja outro afetado na familia
preencher outra ficha)

4.1) Mae

AltUra. . vttt iiiie e Peso.....covvviii PC..oviiiiiii
disténcia intercantal interna............oooo.o.... mm

disténcia intercantal externa ..........eeeeoo.o... mm

disténcia bipupilar ...ttt e e mm

outros sinais:

4.2) Pai

AltUura. ...ttt it Peso....ovviiiiii. PC..iiviiin
disténcia intercantal interna..............oiio.... mm

disténcia intercantal externa ............oiiiin... mm

distldncia bipupilar ...ttt ettt eeneeeeennnn mm

outros sinais:



4.3) outros familiares

5) FOTOGRAFIAS DO PROPOSITO E DE OUTROS FAMILIARES NORMAIS E AFETADOS
Propdsito

Corpo inteiro: Frente e perfil

Rosto: Frente e perfil

Genitédlia

Maos

Outros sinais importantes:

Familiares normais: Rosto

6) COPIA DO EXAME RADIOLOGICO QUANDO ALTERADO (SE POSSIVEL)

7) GENEALOGIA (verso)

Material a ser coletado

6 ml de sangue em tubo heparinizado

2 x 4 ml de sangue em tubo com EDTA
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Anexo 02
|
| 2]
UNIVERS!IDADE CE BRASILIA

FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres “.ma s

ANALISE DE PROJETO DE PESQLISA

Registro de Projeto: CEP-FM 082/ 2009,

Titulo: “Pesquisa de genes candidatos para a sindrome de Robinow”.

Pesquisador Responsdvel: Juliana Forte Mazzeu de Aradjo.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declarscis e resprosa™ iae
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livee e esclarecido, cronograma. binliogzalia ferme s
¢ curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 13,/10/2009,

Proposigio do (a) relato (a)

( X ) Aprovagho

( ) Nio aprovagiio,

Data da primeira andlise pelo CEP-FM/UNB: 19/10/2009,

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 2511 2009,

-

PARECER

Com base na Resolugio CNS/MS n° 196/96 e resolugdes posteriores, que regulameniam a =acrus ©
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasils dooin
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a) o projetns de pescuise so=u
especificado, quanto aos seus aspeclos éticos.
1. Modificagdes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como & noificagds imelan
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periddicos do andamento da pesguise &
CEP-FM.

Brasilia. 26 de Novembro de i

4?-'/('4? ¢ /
rof Elgme Wirnde (¥h-2, 0
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