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RESUMO
A Sindrome de Bartter (SB) e a Sindrome Unha-Patela (SUP) sdo doencas

genéticas renais raras. A SB afeta cerca de 1 em 1000000 nascidos vivos e tem
heranca autossdmica recessiva. E uma tubulopatia, tendo origem em disfuncdes no
transporte de sais na por¢cao ascendente espessa da alga de Henle, localizada no
néfron. E dividida em tipos, de acordo com o gene, e consequentemente a proteina,
em que a mutagdo ocorre (SLC12A1, KCNJ1, CLCNKB, BSND, ou CLCNKA e
CLCNKB). Os sintomas da SB incluem perda de sal, alcalose hipocalémica, atraso
no crescimento e alteragdes no desenvolvimento. A Sindrome Unha-Patela tem
prevaléncia aproximada de 1 em 50 000 nascidos vivos, e tem heranga autossémica
dominante. Ocorre em pessoas que tem mutag¢des patogénicas no gene LMX1B, que
codifica um fator de transcricao essencial ao desenvolvimento de varias estruturas
no processo embrionario. Os pacientes podem apresentar alteracbées nas unhas,
articulagdes, olhos, rins, entre outras. O diagndstico preciso de doengas genéticas
raras € importante para orientar o tratamento, oferecer melhor aconselhamento
genético as familias, e contribuir para o entendimento dos processos fisioldgicos
envolvidos nessas patogenias. Este trabalho se trata da reunido de relatos de caso,
tendo como objetivo identificar alteragdes genéticas associadas as sindromes de
Bartter e Unha-Patela em pacientes brasileiros com suspeita clinica das mesmas.
Apos devido consentimento, foi realizado o diagndstico molecular dos pacientes e,
quando possivel, seus pais. As variantes identificadas foram analisadas através de
consulta a bancos de dados e algoritmos de predicao de patogenicidade para
confirmar sua relagdo com o quadro clinico dos pacientes. O estudo contou com uma
paciente de SUP, com manifestagdes clinicas tipicas. O sequenciamento revelou a
variante rs1588307477 (p.Val265Leu), no gene LMX71B. Cinco pacientes
apresentavam SB tipo Ill, apresentando mutagcdes no gene CLCNKB. Um dos
pacientes apresentou variante inédita na literatura (c.1408+1G>C). Um paciente
possui SB tipo IV. Teve diagndstico tardio, confirmado neste estudo pela identificagao
de duas variantes em heterozigose composta, incluindo a variante inédita c.784delG.
A contextualizagao dos casos apresentados perante a literatura levou a apresentagao
de duas hipoteses: que a variante BSND ¢.139G>;A;p.Gly47Arg esta associada a
apresentacao fenotipica mais branda de SP tipo IV, e que a variante BSND variante
c.784delG;p.(Ala262Profs*68) tem como mecanismo fisiopatolégico o
comprometimento da regulacao do transporte dos canais CIC-K.

Palavras-chave: Sindrome de Bartter, Sindrome Unha-Patela, nefropatia,
doencas genéticas raras, sequenciamento de DNA



ABSTRACT
Bartter Syndrome (BS) and Nail-Patella Syndrome (NPS) are rare renal

genetic diseases. BS affects about 1 in 1,000,000 live births and has autosomal
recessive inheritance. It is a tubulopathy, originating from dysfunctions in salt transport
in the thick ascending limb of the loop of Henle, located in the nephron. BS is divided
into types according to the gene, and consequently the protein, in which the mutation
occurs (SLC12A1, KCNJ1, CLCNKB, BSND, or CLCNKA and CLCNKB). The
symptoms of BS include salt loss, hypokalemic alkalosis, growth delay, and
developmental alterations. Nail Patella Syndrome has an approximate prevalence of
1 in 50,000 live births and has autosomal dominant inheritance. It occurs in people
who have pathogenic mutations in the LMX71B gene, which encodes a transcription
factor essential to the development of various structures in the embryonic process.
Patients may present alterations in the nails, joints, eyes, kidneys, among others. The
precise diagnosis of rare genetic diseases is important to guide treatment, provide
better genetic counseling to families, and contribute to understanding the
physiological processes involved in these pathogeneses. This work is a series of case
reports, and aims to identify genetic alterations associated with Bartter and Nail—
Patella syndromes in Brazilian patients with clinical suspicion of these conditions.
After due consent, molecular diagnosis of the patients and, when possible, their
parents was performed. The identified variants were analyzed through consultation of
databases and pathogenicity-prediction algorithms to confirm their relation to the
patients’ clinical presentation. The study included one NPS patient, with typical clinical
manifestations; sequencing revealed the variant rs1588307477 (p.Val265Leu) in the
LMX1B gene. Five patients presented BS type lll, carrying mutations in the CLCNKB
gene, and one of these patients presented a variant not previously reported in the
literature (c.1408+1G>C). One patient has BS type IV, with late diagnosis confirmed
in this study by the identification of two variants in compound heterozygosity, including
the novel variant ¢.784delG. The contextualization of the presented cases in light of
the literature led to the proposal of two hypotheses: that the BSND variant c.139G>A;
p.Gly47Arg is associated with a milder phenotypic presentation of type IV SP, and
that the BSND variant c.784delG; p.(Ala262Profs*68) has as its pathophysiological
mechanism an impairment in the regulation of CIC-K channel transport.

Keywords: Bartter Syndrome; Nail-Patella Syndrome; nephropathy; rare

genetic diseases; DNA sequencing.
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1. INTRODUGAO

As doencas genéticas, de modo geral, resultam de alteragdes no genoma que
comprometem processos bioldgicos essenciais e, consequentemente, a saude do
individuo. Uma mutagao é qualquer alteragdo na sequéncia de DNA que possa ser
herdada. Tais alteragdes podem ocorrer em diferentes escalas, desde um unico
nucleotideo até cromossomos completos (1). Entre os tipos mais frequentes estao as
delegdes, insergdes e substituicdes de nucleotideos, que podem ocorrer tanto em
nivel cromossémico quanto génico. As mutagdes estruturais envolvem modificagdes
extensas a estrutura dos cromossomos, como dele¢des, duplicagdes, inversdes ou
translocag¢des que atingem segmentos de DNA maiores que 1000 pares de base. (2).
Essas alteragdes costumam originar sindromes de natureza cromossOmica e
geralmente associadas a quadros clinicos complexos. Ja as mutagdes génicas, por
outro lado, correspondem a alteragdes mais pontuais, podendo envolver apenas um
ou poucos pares de bases (1; 2). Essas mutag¢des, embora de menor proporgdo em
nivel gendmico, podem comprometer a expressao, a estrutura ou a fungdo de
proteinas essenciais, levando ao surgimento de doengas monogénicas, como é o
caso das sindromes de Bartter e Unha-Patela (3; 4).

No contexto da genética, mutagdes de interesse médico sdo denominadas
variantes, e classificadas como patogénica, provavelmente patogénica, significado
incerto, provavelmente benigna e benigna (2; 5). As variantes tem nomenclatura
padronizada pela HGVS (Sociedade da Variagdo do Genoma Humano, do inglés
Human Genome Variation Society) (6), e, quando completa, inclui a localizagdo do
nucleotideo (ou nucleotideos) alterado(s), o tipo de alteracdo, o conteiudo da
alteracao e a consequéncia na proteina (https://hgvs-nomenclature.org).

A Sindrome de Bartter e a Sindrome Unha-Patela sdo doengas genéticas raras
que afetam o funcionamento renal, caracterizando-se por manifestagdes clinicas
complexas e mecanismos moleculares distintos. A OMS considera doenga rara
aquela que afeta até 1 em 2000 pessoas vivas no mundo (7), enquanto o Ministério
da Saude do Brasil considera raras as doencas que afetam até 65 em 100000
pessoas vivas (8). Apesar de uma doenga rara unica afetar um niumero pequeno de
pessoas, sdo reconhecidas mais de 7000 doencas raras, afetando aproximadamente
300 milhdes de pessoas no mundo (9).

Doencas genéticas renais raras podem causar desde insuficiéncia renal



cronica na vida adulta até a morte ainda na fase fetal (10). Na Europa, é estimado
que 3% dos pacientes em terapia renal substitutiva possuam doencga renal hereditaria
que nao a doencga policistica renal autossémica dominante (11). Cada uma dessas
doencas afeta os rins de maneira particular, porém pode-se agrupa-las de acordo
com as estruturas mais afetadas pela condicao.

A excrecao e formacao de urina ocorre nos néfrons, unidades base do rim. O
néfron é dividido entre glomérulo, que é a unidade responsavel pela filtragao de 180
litros de sangue diariamente, e o sistema tubular, que através de complexos
mecanismos reabsorve agua e sais a fim de manter a homeostase. O sistema tubular
€ ainda dividido em 14 segmentos agrupados em 4 partes: tubulo proximal, alga de
Henle, tubulo distal e tubulo coletor. Ao longo do sistema tubular, diferentes
substancias sdo absorvidas e secretadas através de canais ibnicos, trocadores,
carreadores, cotransportadores de modo especifico, ativo ou passivo, via transcelular

ou paracelular, e ainda por difusdo (12).

Glomérulo

Porgao espessa
ascendente do

Rim Néfron

Figura 1 - O rim, néfron, e os seus componentes. O néfron é a unidade basica do rim,
e é composto pelo corpusculo renal, conjunto do glomérulo e uma porgdo de
capilares, e o tubulo renal. O tabulo, por sua vez, é subdividido em tabulo contorcido
proximal, Alga de Henle (contendo porgéo fina descendente, porg¢édo fina ascendente
e porgdo espessa ascendente) tubulo contorcido distal e tubulo coletor.(autoria
propria, adaptada de Tanner (2013) (13), utilizando Servier Medical Art
(https://smart.servier.com))

Como citado anteriormente, dentre as doencas renais raras estao a Sindrome
de Bartter e a Sindrome Unha-Patela. Tomando como base a frequéncia dessas

sindromes na populagdo mundial, ha no Brasil milhares de pacientes portadores,


https://smart.servier.com/

porém poucos estudos sobre essa populacdo no pais. Os estudos publicados sao
estudos de caso unico, nem sempre com informagao genética (14; 15; 16; 17; 18;
19), ou reunem grupos de pacientes com diagnéstico clinico sem informacgdes

genéticas (20; 21).

1.1 SINDORME DE BARTTER

A Sindrome de Bartter € uma doencga rara autossémica recessiva causada por
variantes patogénicas dos genes que codificam proteinas relacionadas ao transporte
de sais na porcao espessa ascendente da alga de Henle, classificando-a, portanto,
como uma tubulopatia. Foi primeiramente descrita em 1962, como uma doenga que
causa hiperplasia e hipertrofia do aparelho justaglomerular, hiperaldosteronismo e
alcalose hipocalémica associados ao comprometimento do crescimento e
desenvolvimento (3). N&o ha estudos que relatam o prognéstico para pacientes com
Sindrome de Bartter sem tratamento. No entanto, para pacientes com
acompanhamento médico, as comorbidades mais comuns sdo: a nefrocalcinose, que
tem melhora com o tratamento; o atraso no crescimento; e doenga renal crénica,
podendo levar a faléncia renal. As causas do atraso no crescimento e fatores de risco
associados a doenga renal crénica ndo sdo completamente compreendidos (22).

A Sindrome de Bartter tem frequéncia estimada em 1 a cada 1 000 000 na
populagao geral, porém pode chegar a propor¢gdes bem menores como € o caso da
Costa Rica, onde a proporgéo € de até 1,2 a cada 100 000 nascidos vivos (23).
Estudos de Kurtz e colaboradores indicam que a maior incidéncia nesse pais ocorre
devido a efeito fundador, ou seja, a maior parte dos portadores possui um ancestral
comum, e uma populagao pequena e geneticamente isolada permite maior incidéncia
de doencas de herancga recessiva, como € o caso da sindrome em questéo (24).

Estudos posteriores a descricdo original da Sindrome de Bartter relatando
diferentes casos a classificaram em classica, conforme descrita por Bartter e
colaboradores, e a pré-natal, identificada em recém-nascidos que ja apresentavam
manifestagdes clinicas desde o nascimento. Com os avangos no estudo, foram ainda
subdivididas em 4 tipos, baseando-se nas caracteristicas clinicas dos pacientes.
Posteriormente, estudos genéticos também identificaram os genes relacionados a
cada um dos tipos:

a) Tipo |, pré-natal, podendo causar polihidramnio (excesso de liquido

amnioético) e nascimento prematuro, perda de sal severa e hipercalciuria, pode levar



a morte do feto ou recém-nascido; geneticamente € causada por diferentes mutag¢des
no gene SLC12A1, causando perda de fungdo da proteina codificada, NKCC2,
transportadora de sodio, potassio e cloro (25; 26; 27),

b) Tipo Il, frequentemente pré-natal, apresenta sintomas similares ao tipo |
além de hipercalemia; causada por mutagdes no gene KCNJ1, que codifica o canal
ROMK, que transporta potassio para o tubulo, reciclando-o. A maioria das mutagdes
descritas é do tipo missense ou nonsense no éxon 2, causando perda de funcéo (28;
29),

c) Tipo lll, considerada como “classica”, tendo sido a variagdo inicialmente
descrita por Bartter, usualmente tem inicio na infancia com perda de sal, poliuria
(aumento na producéao de urina), atraso no crescimento; geneticamente causada por
mutacdes no gene CLCNKB, que codifica a proteina transportadora CLC-Kb,
responsavel pelo transporte de cloro para o sangue (30; 31),

d) Tipo IV, pré-natal, tipicamente causando polidramnio (aumento no volume
de fluido amnidtico) e nascimento prematuro, perda de sal, hipocalemia, atraso no
crescimento, surdez sensorial, defeitos na concentracdo de urina; é subdividida de
acordo com a origem genética em [Va, e IVb, causada por mutagdées concomitantes
nos genes CLCNKA e CLCNKB. Apesar de origens genéticas distintas, esses
subtipos sao reunidos pois o efeito fisioldgico das mutacdes € o mesmo: CLCNKA e
CLCNKB codificam os transportadores CLC-Ka e CLC-Kb, responsaveis pelo
transporte de Cl- para a corrente sanguinea, enquanto BSND codifica a Bartina,
cofator necessario para o funcionamento de CLC-Ka e CLC-Kb.) (32; 33; 34; 35).

Outros dois subtipos da Sindrome de Bartter foram descritos, mas com
caracteristicas muito particulares. O primeiro, causado por mutagdes de ativagéo no
gene CASR. Tem heranga autossémica dominante. A proteina CASR, codificada pelo
gene de mesmo nome, € um receptor de calcio que regula diversos transportadores
de membrana e o transporte paracelular de calcio. Pacientes com esse subtipo
apresentam hipocalcemia, hipercalciuria e perda de sal (36; 37; 38; 39; 40; 41). O
segundo, causado por mutagdes na proteina MAGE-D2, codificada pelo gene
MAGED?2 (de herancga ligada ao X), causa uma sindrome de Bartter transiente, nas
fases pré- e peri-natal. MAGE-D2 é um antigeno associado ao melanoma D2, e esta
associado a expressao de NKCC2 e SLC12A3 durante o periodo fetal (42; 43).

Todas as proteinas mencionadas e sua fungao estao representadas na Figura



Lumen Basolateral
(sangue)
o  Ca*

e

Figura 2 - Proteinas envolvidas no transporte transepitelial de sais na porgédo
ascendente espessa da alga de Henle (autoria propria, adaptada de Tanner (2013)
(13), utilizando Servier Medical Art (https.//smart.servier.com) ).

1.2  SINDROME UNHA-PATELA

Também conhecida como Sindrome de Fong, a Sindrome Unha-Patela (SUP)
trata-se de uma sindrome primariamente ortopédica, tendo sido inicialmente descrita
e nomeada pelo conjunto de manifestacées mais comuns: alteragées nas unhas,
articulacdes e patela (44).

A SUP é autossbmica dominante, causada por alteracées no gene LMX1B,
localizado em 9933.3 (45; 46). Este gene codifica o fator de transcricdo de mesmo
nome, pertencente a familia de proteinas de homeodominio LIM. Essa proteina
apresenta dois dominios LIM (LIM-A e LIM-B) na porgdo N-terminal, um
Homeodominio e uma sequéncia de ativagao C-terminal (Figura 3) (47). Os dominios
LIM possuem dedos de zinco e estdo envolvidos em interagdes proteina-proteina
com outros fatores de transcrigdo e modificadores, enquanto o Homeodominio liga-
se a DNA. Entre os genes-alvo e parceiros de interagdo conhecidos de LMX1B estéao
genes para a formagdo da membrana basal glomerular, nos néfrons, e fatores de
transcrigao relacionados ao desenvolvimento renal (48; 49; 50). Por ser um fator de
transcricdo que atua de maneira importante no desenvolvimento embrionario,

existem outras varias caracteristicas e sintomas reportados relacionados a sindrome
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em diversos sistemas além de seus sinais classicos e nefropatia (51; 52; 53; 54; 55;
56; 57).

LMX1B (9933.3)

HD

Figura 3 - O gene LMX1B e o fator de transcrigdo por ele codificado (autoria propria)

Posteriormente, descobriu-se que a doenca afetava também os rins, em
particular a membrana basal glomerular, portanto caracterizando-a como uma
glomerulopatia (58). A incidéncia dos pacientes com Sindrome Unha-Patela é de
aproximadamente 1 em 50000 nascidos vivos, porém pode ser maior devido a
subnotificagdo de casos com fendtipo brando, ja que ha grande variagdo de
expressividade, inclusive com pacientes que apresentando apena alteragdes nas
unhas e nenhum outro sintoma caracteristico, ou mesmo nefropatia isolada (54; 59).

Com frequéncia variada na populacdo de pacientes, foram reportados:
alteragbes na coluna e parede toracica, alteracbes Osseas no quadril e outras
articulagdes, glaucoma e hipertensao ocular, sinal de Lester (porgéo de pigmentacao
mais escura na iris), constipagdo e sindrome do intestino irritavel, alteragbes de
sistema nervoso periférico, epilepsia, alteracdes de circulacdo periférica. Um sinal
interessante da sindrome sdo os cornos iliacos, proeminéncias O0sseas que se
projetam dos ossos iliacos, que ndo causam qualquer prejuizo ao paciente, porém
sao considerados um achado patognomonico, ou seja, exclusivo e indicativo definitivo
da Sindrome Unha-Patela. (44) E importante ressaltar que a variacdo fenotipica da
Sindrome Unha-Patela é grande mesmo entre uma familia, havendo diversidade ndo
s6 de sintomas e sinais como de sua expressividade, ou seja, dois pacientes com a
mesma mutagcdo podem apresentar sintomas diferentes e em niveis variados, que
afetam sua qualidade de vida de maneiras distintas.

O envolvimento renal € o principal fator para o progndstico da doencga. Por ter
sinais bastante caracteristicos (cornos iliacos, altera¢des nas unhas e patela), testes
geneéticos e biopsias raramente s&o solicitados no processo diagnodstico. A literatura
reporta valores variados para a frequéncia do envolvimento renal na Sindrome Unha-
Patela, de 5% a 40%, e a presenca e severidade do comprometimento renal avaliada

por exames metabdlicos ou histopatoldégicos ndo necessariamente se correlacionam



com o prognostico (54; 58; 60; 61; 62). Alguns estudos apontam que a localizag&o da
mutagdo pode ser um indicativo do envolvimento renal na doencga (15; 54), porém
sao necessarios mais estudos e maiores para melhor compreender os mecanismos
dessa variagao, que sao em grande parte ainda desconhecidos. A falta do diagnéstico
nesses casos pode levar a tratamentos inadequados, como por exemplo o uso de
anti-inflamatérios nao esteroidais para o controle de dor, o que aumenta as chances
de doenca renal, dada a nefrotoxicidade dessa classe de medicamentos. Devido a
esses fatores, € possivel que portadores da sindrome desenvolvam sintomas renais
sem nunca serem diagnosticados de acordo com os sinais ortopédicos classicos (63;
64), e cheguem até a terapia renal substitutiva, fazendo parte da porgéo de pacientes

em tratamento dialitico sem diagndstico.

1.3 A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA NO ESTUDO DE
DOENCAS RENAIS RARAS

E evidente que a biologia molecular e seus avangos beneficiam de maneira
importante os estudos das doencgas raras hereditarias, permitindo diagndsticos mais
precisos e definitivos, o esclarecimento dos mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes
e o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais direcionadas. No caso das
sindromes tratadas neste estudo, além da identificagcdo dos genes associados a
sindrome, a biologia molecular contribuiu também na elucidagdo do mecanismo de
filtracdo e reabsorcao de substancias no néfron (46; 49; 50; 65; 66).

O diagnodstico da Sindrome de Bartter € guiado por exames laboratoriais,
porém s pode ser definitivo com teste genético, garantido no Brasil pela Politica
Nacional de Atencgao Integral as Pessoas com Doencas Raras (PNAIPDR), instituida
por portaria em 2014 (8). Na pratica, no entanto, tais exames diagndsticos n&o estao
disponiveis aos pacientes pela falta de centros diagndsticos e alto custo.

O diagnéstico molecular promove além do diagnostico de mutacdes ja
conhecidas, a descoberta e divulgacao de novas mutacdes, que por sua vez facilita
o diagndstico futuro de portadores da mesma variante. O subsequente estudo dessas
variantes de forma global auxilia na associagao de regides do gene com maior risco
de complicacdes especificas e amplia o conhecimento sobre essas doencas de
maneira geral, promovendo melhor entendimento de seus mecanismos e o
desenvolvimento de estratégias de tratamento, culminando no aumento de qualidade
de vida do paciente (2; 67; 68; 69; 70).



Ha ainda questdes a respeito da populacdo de pacientes em si, em particular
no Brasil, onde os registros clinicos e genéticos dessas doencgas ainda s&o escassos
e pouco sistematizados, o que dificulta estimar sua real prevaléncia, compreender a
diversidade genotipica dos casos e estabelecer protocolos de diagnodstico e
tratamento mais eficazes. Assumindo as estimativas para a populagdo em geral, 1
em cada 1 000 000 para Sindrome de Bartter e 1 em cada 50 000 para Sindrome
Unha-Patela, no Brasil, ha aproximadamente 210 pessoas com Sindrome de Bartter
e 4200 pacientes com Sindrome Unha-Patela. Dada a miscigenagédo presente na
populacao brasileira, € bastante provavel que os pacientes apresentem mutagdes ja
descritas em outros paises, e também novas mutacdes nunca reportadas.

E de extrema importancia que o diagndstico clinico seja complementado pelo
diagndstico molecular, uma vez que muitas dessas enfermidades raras compartilham
sintomas semelhantes, dificultando sua distingdo apenas por critérios clinicos (71; 72;
73; 74; 75; 76; 77). Aliado ao desconhecimento de grande parte de profissionais da
saude desconhecerem essas condi¢des (consequéncia natural da caracteristica rara
das doencgas) a jornada diagndstica torna-se dificil e conturbada para as familias
afetadas. E comum nao s6 a demora no diagnéstico como o diagndstico incorreto, as
vezes multiplas vezes, até chegar ao diagndstico correto. A confirmagao molecular,
além de oferecer maior precisdo e confiabilidade, proporciona compreensao,
segurancga e melhor direcionamento terapéutico aos pacientes e seus familiares (2;
69; 70).

1.4  IMPACTO DAS SINDROMES DE BARTTER E UNHA-PATELA

No Brasil, a maior parte das doencgas renais raras hereditarias permanecem
negligenciadas, com processo diagnostico frequentemente interrompendo na
suspeita clinica, ou seja, sem a identificagcdo de mutagdo, muitas vezes necessaria
para confirmagao do diagnéstico (17; 19; 20).

O Sistema Unico de Saude (SUS) possui diretrizes clinicas para o cuidado ao
paciente com doenga renal cronica (DRC), com a identificagdo de grupos de risco e
estratégias para a prevencao da DRC. No entanto, ndo ha mengéo a doencgas renais
hereditarias, e apesar de comprovada relacdo com polihidramnio e pais
consanguineos, esse nao € considerado um grupo de risco e ndo ha protocolo de
avaliacao da saude renal nestes casos. Isso tem como consequéncia a descoberta

do possivel diagndstico apenas apds o aparecimento de sintomas, que incluem



atraso no crescimento e desenvolvimento e insuficiéncia renal (78).

De acordo com a Sociedade Brasileira de nefrologia, em julho de 2017,
estimava-se que havia no Brasil 126 583 pacientes em tratamento dialitico, dos quais
10% néo possui definicdo da causa da insuficiéncia renal (79). A Sindrome Unha-
Patela é raramente investigada como causa de doenca renal, e pode ser responsavel
por parte desses casos. Ademais, € comum em pacientes com a Sindrome Unha-
Patela o uso de medicamentos anti-inflamatérios nefrotoxicos, para alivio dos
sintomas ortopédicos, o que pode elevar a incidéncia de insuficiéncia renal nesses
pacientes.

A legislacao brasileira, através da Politica Nacional de Atencéo Integral as
Pessoas com Doengas Raras (PNAIPDR) (8), garante o subsidio do diagndstico e
tratamento de doencgas raras, incluindo analises genéticas, através de laboratorios
contratados, mas nao ha estimativa do numero de pacientes portadores de sindrome
de Bartter e Sindrome Unha-Patela no pais. A identificacdo e caracterizacdo das
variantes genéticas associadas a essas doengas representam um passo fundamental
para o aprimoramento do diagndstico, a compreensao das correlagdes gendtipo-
fendtipo e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais personalizadas. O
diagndstico precoce dessas sindromes permite intervengdo que ndo soO reduz a
morbidade e mortalidade dos pacientes, como evitam a evolugao para insuficiéncia

renal cronica, reduzindo os gastos publicos com terapias renais substitutivas.
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2. OBJETIVO

O estudo tem como objetivo identificar e caracterizar mutagbes associadas as
Sindromes de Bartter e Unha-Patela em pacientes brasileiros, correlacionando as
variantes encontradas com a apresentacao clinica e avaliando sua relevancia
patogénica, incluindo a analise in silico de variantes ainda ndo descritas na

literatura.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

A participagdo na pesquisa foi vinculada a assinatura do termo de
assentimento livre e esclarecido (TALE) (Anexos A e B) para os pacientes menores
de idade e de termo consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexos C e D) pelos
responsaveis, em trés vias cada um: uma para deixar anexada no prontuario medico,
uma via para entregar ao responsavel legal e outra para o laboratério de pesquisa.

A pesquisa foi autorizada (Aprovagdo n° 81191617.3.0000.5504, opini&do n°
2.550.807) a partir de parecer consubstanciado do Comité de Etica da Universidade

Federal de Sao Carlos (Anexo E).

3.2. COLETA DE SANGUE

Foram coletadas amostras de sangue do paciente e de seus genitores. Foram
coletados 5 ml de sangue periférico em tubo de sangue total (contento EDTA) ou,
alternativamente, em cartdes FTA. Nesse ultimo caso é necessario volume menor,
de 0,3 ml ou algumas gotas. As amostras foram encaminhadas ao Laboratério de
Bioquimica e Genética Aplicada do Departamento de Genética e Evolugéo da
Universidade Federal de Sao Carlos, acompanhado dos Termos ja citados e do
formulario com informacdes clinicas.

As amostras foram catalogadas e os formularios com informagdes clinicas
arquivados. A partir deste momento os pacientes foram identificados com cdédigos

para garantir seu anonimato.

3.3 EXTRACAO DE DNA

As amostras de DNA gendmico extraidas foram armazenadas a -20°C
devidamente identificadas com o cédigo de cada paciente. Amostra remanescente
foi armazenada: a -80°C quando em frascos de sangue ou em envelopes a
temperatura ambiente quando em cartdes FTA.

Apos a extracdo do DNA sempre foi realizada a quantificacéo e eletroforese
em gel de agarose para a avaliagdo da qualidade.

3.3.1 Extragao a partir de sangue em frasco com EDTA

Para a extragdo de DNA de amostras de sangue em frasco foi utilizado o kit

Gen Elute Blood Genomic DNA kit (MilliporeSigma), de acordo com as instrucdes do
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fabricante.

3.3.2 Extragao a partir de cartdo de FTA

Para as amostras em cartdes de FTA foi utilizado um protocolo adaptado a
partir de um protocolo sugerido pela empresa Sigma em seu site (80). O protocolo
sugerido utiliza materiais do kit “ilustra tissue and cells genomicPrep Mini Spin”,
enquanto para essa extracao foi usado material do kit “ilustra blood genomic prep.
Mini Spin”.

Foi cortado um disco de aproximadamente 1,5mm de didmetro do cartdo de
FTA com amostra e colocado em um microtubo de 1,5 ml. Ao disco foi adicionado 1
ml de tampao PBS 1X e foi feita centrifugagéo a 16 000 g por 30 s. Uma ponteira foi
utilizada pra macerar o disco, e foi feita nova centrifugacao, a 1 000 g por 10 s. Foi
adicionado 50 ul de Lysys Buffer 10 (do kit mencionado) e 10 ul de Proteinase K, e
entdo vortexado por 10 s. Apds incubacdo por 1 hora a 56 °C, foi feita uma
centrifugacéo a 2000 g por 10 s, adicionado 5 pl de RNAse A, e novamente incubado,
dessa vez por 10 min a temperatura ambiente. A fragdo liquida da amostra foi
adicionada a coluna do kit, que foi colocada sobre um tubo coletor e centrifugada a
11 000 g por 1 min. A fragcdo no tubo de coleta foi descartada e a coluna lavada 2
vezes com 500 pl de Wash Buffer. A coluna foi entdo colocada sobre um microtubo
novo, e sobre ela colocado 20-50 ul de elution buffer pré aquecido a 56 °C. Apos
incubacao a temperatura ambiente por 1min, foi feita uma centrifugacao final a 11

000 g por 1min para a coleta da amostra purificada.

3.4 AMPLIFICACAO DAS REGIOES DE INTERESSE

Primers especificos para as regides exdnicas dos genes de interesse ( LMX1B,
SLC12A1, KCNJ1, CLCNKB, BSND) foram desenhados com base nas sequéncias
dos genes depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) ou retirados da literatura (32; 46). A sequéncia dos primers
utilizados estdo descritos na Tabela 1.

A amplificagao foi feita através da Reagcao em Cadeia da Polimerase (PCR, do
inglés Polymerase Chain Reaction). A enzima utilizada para a reacéo foi escolhida
baseado no propdsito da reacao e tamanho do fragmento a ser amplificado. Para
reagoes iniciais, feitas com o propodsito de determinar a melhor condicdo de
amplificagéo, foi utilizado sempre o Master Mix Taq Pol (Cellco, Sdo Carlos — SP,

Brasil, cat. POL-102), produto em que a polimerase ja se encontra no buffer 6timo



para PCR, contendo Mg2+ e dNTPs. Para reagdes com o propdsito de gerar
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Tabela 1 - Primers utilizados
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Gene_exon F R

LMX1B e1 GCTGCAAGTGTCCGGGAGAGC CCTGCAAACCCATTTCCTTTATCCG
LMX1B e2 CGAGGACTGGGACGGACTAGCC TCTCGGAACCCTTGGAGCTGC

LMX1B e3 CTCTAGGCAGGATGCCAGCA ACCTGAGCTGCACACAGATGG

LMX1B e4-6 CCACGGCAGGTGTCAACAGAG GCCTTCCACCAAGGCCATC

LMX1B e7-8 CTGAGCCTGGAGGAGGAGCT AGACCGGTAGATGGGCACAG
SLC12A1 e2 AGCTCCCTAATGGAAGCACA GTAAGTAAGATGGATAGTGTTT
SLC12A1 e3-4 TCAATTGTTTTGATTTGCTTTGA TGCTTATTGAATTTATGATTTACATGC
SLC12A1 e5 GAGGCATGGACCTGAAAACT GCATCCAGCTCCTCCAAATA

SLC12A1 eb6 TCAGATAGTCACAATCGTTTGGTT TCCCTTAGTGCCCTGAGAAG
SLC12A1 e7 CCTATATGGCCCCAGGTGTA TGCCTGCTCATTTCACCATA

SLC12A1 e8 TCTGGGTAGCAGAGACTTAACTGA TGATGGGGATGGTGATGAG
SLC12A1 €9 GGACTAGGGAAGCCAATGGT TTTGAATCTGTAGGGTAATATGGTCA
SLC12A1 e10 CATCAACTTGCTGTTTGCTTG TGCTGCATTGAAAGCTCACT

SLC12A1 e11 CAGAGGCTAAGAAATGGACCTT GCCAATAATCAATCAGTTGCAG
SLC12A1 e12 CTGGGCGATAGAGCGAGACT ACTTGAGCCAGATGCAAACA
SLC12A1 e13 TCCCCAAATCTTCTTGTTTGA CAAACTAAAAGGAAAGCCCTATGA
SLC12A1 e14 TGACAGATGCTCGCTATGTTTT GGATTACGCTTCCCACTAGG

SLC12A1_e15

AGATTCTGGAACTTGGCCTAAA

ATCCACCTTACATATGCCTCA

SLC12A1_e16 ATTTGGGCACTCATCTTTGC TTTGTATGACTGCTTATTTTTAGAATG
SLC12A1_el7 GAGAGGTTGCCCCATTTTTC GCATGTACCTTTTCTCCTCACC
SLC12A1_e18 GGTCATCTCCAAAAGGCTGA TGCTTGGCTGCCTAACTACA
SLC12A1_e19 TCAGGATCTTCAGAACATTACTTCA AAGTCAGAGTACCAGGGGAATG
SLC12A1_e20 AAATGCATCAGCTCTTGGCTA GCCCTGCTGTATCCCATAAC
SLC12A1_e21 GGTGATTTTGTCTTCTTTCATCA TGGAGAGAAACCTTTCAGTTCCT
SLC12A1_e22 TTGTTTCTGCCCTCAAAAGC TCCCATATACCTTCTCATGCAGT
SLC12A1_e23 ACTTAATTAAGAGCTATCAA ATTAAAGCAACAAACCTCTGAAATG
SLC12A1_e24 CCAACCAAAAAGCCTCTGTC TCAAGAAGTCGCTGCAGTAAA
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SLC12A1_e25 GCATGATATTCAGCTCTGATTCC TGAAAAATGCAGAAAGCTTGG
SLC12A1_e26 AAACACCATAAGTTTCTAAGCCTGA CCTGAAGAGTCCCAAGCTTTT
SLC12A1_e27 GCTCAGAAATACTAGTGCCGTTA TCCTCTCCAGAGGTTTGCAT
KCNJ1_e1 CCACTGACTGTCGCCTACAA ACCCCCTGATTGATCACTTG
KCNJ1_e2 TTGTCAGCTTGCCAAATGAT GGGTCTTTGTGCTGGTAGA
CLCNKB_prom CTCTCCCCATTCACAGGGTG TGGACAGGTGTGTGTTCCAA
CLCNKB_e1 CTCTGTGCAGCTATGGTGGG CTGTCCACCTATGAGCACCC
CLCNKB_e2 ACTGGAAGGGCCTAGAGGCAGT GATGTCCTGAGTGGTCCTCCAG
CLCNKB_e3 CACTGTGTCACCACTGTCACC AGGAGTAAAGCCAGGACCAGA
CLCNKB_e4 GAGGCTGTGGGTGCCTCCCTG AGTGGGGACTGGCGTAGCGAC
CLCNKB_e5-7 AGATCTTGTCCCCAAAGGAAA GGCTGAAGTGAGAACTAGAATGA
CLCNKB_e8 GGAGGGCCCACCTGAGATCAG GCAGGGCCAGGGTCAGGCAG
CLCNKB_e9-10 CGCCATCTTGGCTCCCCACTG AGCTCGCTGAGAGGTCCCCAG
CLCNKB_e11-12 CTGACCCCACAGGTTCTGT CCAGGGCAGAGGTTAGAGGC

CLCNKB_e13-14

TCTAGGACACTCCCCTGTCCC

CCCTGGGGAACCACCAGCCAA

CLCNKB_e15 CATCACTCCCTCGTGGCTCCTG CTACGGTGGCGTTTCTTTTTCG
CLCNKB_e16 GCTAAAGTGGAGCTGGTCTG GCAACAAGGATTTGGAGG
CLCNKB_e17-18 CACAATAGCCCCATAGGAACA CTCTCCCACTTCCCTCATCTC
CLCNKB_e19 GGGCACCTTCTACCCTCCAGTG GTCTTCTCAGGCATAGGTTCCCTG
CLCNKB_e20 CTACATCCCCCCGCACCACCAC AGGGTCTCAGCCCAACCTC
BSND_e1 GAACAGAGAGAAGACCGAGTC TGTCTTCTCTCCCTGTGTAAGC
BSND_e2 TGCCTAACTCACAGAATTGAGAG ACAGAGGCTGTCTCTCCTTTG
BSND_e3 CTCTCCTTTTTAACCCTTGAACTG GACCACATACCCAAAGCAAAC
BSND_e4 CGGGAAGGTGGATTATCCTAC CCATTTTGCAGATAGGGAAAC
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amostras para sequenciamento, foi utilizada a enzima Taq Polimerase Phusion
recombinante ou o Master Mix High Fidelity (Cellco,Sao Carlos — SP, Brasil, cat. POL-
119), similar o Master Mix Taq Pol, porém utilizando enzima de alta fidelidade,
conforme a disponibilidade no momento.

Apos a amplificagdo, as amostras eram submetidas a eletroforese em gel de
agarose (1%) para verificagdo da presenga, qualidade e tamanho do fragmento
produto. Para a visualizagao dos fragmentos foi usado Brometo de Etidio no gel de
agarose e a imagem capturada pelo fotodocumentador Gel Doc XR+ (Bio-Rad) com

o software ImagelLab (Bio-Rad).

3.5. PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR

Uma vez determinada a melhor condi¢cao de reacao, foram feitas reacbes de
maior volume com a finalidade de serem purificadas e enviadas para serem
sequenciadas. O método de purificagcdo utilizado para cada amostra foi utilizado
conforme a disponibilidade de seu uso no momento, podendo ser:

3.5.1. Purificacdo com Polietilenoglicol (PEG)

A partir do produto da reacao de PCR, foi adicionada solugdo de PEG (20%
PEG 8000, NaCl 2,5 M) na raz&o 1:1 V. A amostra foi incubada por 20 min a 37°C, e
centrifugada a 13 000 por 15 min. O sobrenadante foi descartado, e ao pellet foi
adicionado 125 pl de etanol 80% gelado, para lavagem, e entdo centrifugado por 4
min a 13 000 g. A lavagem foi repetida, e o pellet foi deixado para secar em banho
seco a 50 °C por 5 min e, caso ainda nado completamente seco, deixado a temperatura
ambiente até nao haver sinal de etanol no tubo. O pellet foi entdo ressuspendido em
20 ul de agua MilliQ e armazenado a -20 °C até o uso.

3.5.2 Purificagdo utilizando kit de extragéo

A partir de fragmento em gel de agarose (apds eletroforese), foi feita a
purificagao utilizando o kit Agarose Gel Extraction Kit (Cellco; Sao Carlos, SP, Brazil),
de acordo com as instrugdes do fabricante. A amostra purificada foi armazenada a -
20 °C até o uso.

3.5.3 Purificagao a partir de gel de agarose

A partir do fragmento de DNA obtido em gel de agarose apds eletroforese,
procedeu-se ao recorte do gel sob luz UV, garantindo-se a selecdo exclusiva da
banda de interesse e a auséncia de fragmentos de outros tamanhos na porgao

isolada. A purificagdo do DNA foi realizada por meio de uma coluna confeccionada
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em um microtubo de 0,6 mL, no qual foi perfurado o fundo com o auxilio de uma
agulha, sendo posteriormente adicionada uma fina camada de algodao estéril,
previamente umedecida com tampao TAE 0,5X. O fragmento de gel recortado foi
posicionado sobre o algodao e o microtubo de 0,6 mL foi acoplado a um microtubo
de 1,5 mL, utilizado como tubo coletor. O conjunto foi submetido a centrifugagao a
5.200 g por 10 minutos, permitindo a eluicdo do DNA para o tubo coletor. A fragao
obtida foi entdo armazenada a —20 °C até sua posterior utilizacdo. Este protocolo foi
adaptado de Obrador-Sanchez et al. (81).

3.6 SEQUENCIAMENTO

As amostras purificadas foram enviadas para sequenciamento através do
servico EZ-Seq da empresa Macrogen Inc. (Coréia do Sul). Para os produtos de PCR,
empregaram-se 0s mesmos primers utilizados na etapa de amplificagdo, enquanto
para os plasmideos foram utilizados os primers especificos do vetor plasmidial.Foi
utilizado o método de Sanger. Foram utilizados, para produto de PCR, os mesmos
primers utilizados na amplificacéo, e para plasmideos, primers do plasmideo.

Devido as restricbes impostas pela pandemia de COVID-19, parte das
amostras foi enviada ao Laboratério de Genética Molecular IIS Biocruces — Bizkaia
(Espanha), onde as analises foram concluidas através de analise de CNV (Variagao
do Numero de Copias, do inglés Copy Number Variation) por sequenciamento
massivo (NGS) e pela técnica MLPA (Amplificagdo Multiplex de Sondas dependente
de Ligacéo, do inglés Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

3.7 ANALISE DO SEQUENCIAMENTO

O resultado do sequenciamento foi analisado a partir do arquivo no formato
ABI, que permite a visualizagdo detalhada do cromatograma e a edigdo das bases
atribuidas. Essa etapa foi essencial, uma vez que cada sequéncia passou por um
processo de curadoria para remocao de ruidos de fluorescéncia e regides de baixa
qualidade antes da analise final. Para isso, os arquivos foram visualizados nos
softwares FinchTV e BioEdit. No FinchTV, realizou-se o ajuste da magnificagdo do
cromatograma nos eixos x e y, possibilitando melhor discriminagdo dos picos
individuais e avaliagcao do score de qualidade associado a cada base. O BioEdit foi
utilizado para a edigado das sequéncias, com a exclusdo das regides iniciais e finais

que apresentavam baixa qualidade. A definicido das porgdes a serem removidas foi
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realizada de forma individual para cada sequéncia, considerando-se tanto os escores
de qualidade quanto a avaliagcdo visual da morfologia e nitidez dos picos
cromatograficos, assegurando a confiabilidade dos dados utilizados nas analises
subsequentes.

Para isso, o0 arquivo era aberto para visualizagdo no software FinchTV e no
software BioEdit, sendo que no FinchTV era possivel alterar a magnificagcdo do
cromatograma nos eixos x e y para melhor visualizagdo dos picos individuais e o
score de qualidade de cada base, e o BioEdit era utilizado para editar a sequéncia,
retirando as porg¢des inicial e final onde a qualidade era baixa. Para determinar qual
porcao seria excluida da analise, cada sequéncia foi analisada individualmente e
considerado o score e também avaliagao visual dos picos.

A sequéncia restante era submetida ao software BLAST (82), que realizou o
alinhamento da sequéncia do paciente com a montagem primaria (primary assembly)
do genoma humano para procurar por alteracées. Cada fragmento foi sequenciado
pelo menos duas vezes, e, caso a mesma alteragdo fosse encontrada em ambos
resultados, era entdo considerada para avaliagdo mais detalhada. Além do
alinhamento via BLAST, cada cromatograma era investigado visualmente a procura
de picos duplos ou outros sinais de alteracdo que poderiam néo ser evidenciados
pela sequéncia em texto. A presencga de picos duplos no cromatograma ¢é indicativa
de heterozigose; contudo, a base automaticamente atribuida pelo software pode
corresponder aquela presente no genoma de referéncia. Assim, na auséncia de uma
analise visual criteriosa do cromatograma, essa possivel variante em heterozigose
poderia ndo ser detectada, resultando na subestimacdo de alteragdes genéticas
relevantes.

Cada uma das alteragdes identificadas em, no minimo, dois sequenciamentos
independentes foi consultada na tabela de variantes do Ensembl (EMBL-EBI,
https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Info/Index), que integra informagbes dos
bancos de dados dbSNP, ClinVar e HGMD public, com o objetivo de auxiliar na
determinagao de sua relevancia clinica e potencial patogénico. Quando a variante
nao foi encontrada nesses reposi-térios, procedeu-se a busca adicional na literatura
cientifica. As variantes nao descritas em bancos de dados ou na literatura tiveram
sua patogenicidade predita por meio de ferramentas de bioinformatica, incluindo o
MutationTaster2  (http://www.mutationtaster.org) (83) e o CADD Score

(https://cadd.gs.washington.edu/score) (84), permitindo a inferéncia do possivel
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impacto funcional dessas altera¢gdes no contexto molecular e clinico.

3.8 ANALISE DE HOMOLOGIA

Esta analise foi realizada exclusivamente no estudo de caso da paciente 007,
que originou o artigo derivado desta tese. Para esse procedimento, a sequéncia
correspondente a forma selvagem da proteina bartina foi utilizada como sequéncia-
query em buscas no pBLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Foram
selecionadas as sequéncias completas que apresentaram identidade superior a 90%,
excluindo-se aquelas classificadas como sintéticas, para a analise de homologia em
nivel de aminoacidos. Adicionalmente, as sequéncias de DNA codificantes
correspondentes a esses resultados foram selecionadas para a analise de homologia
nucleotidica, permitindo a avaliagdo comparativa entre as regides conservadas em
nivel proteico e genético.

A ferramenta ClustalW (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw) para
alinhamento multiplo foi utilizada para realizar o alinhamento das sequéncias de
aminoacidos e DNA selecionadas e as sequéncias da proteina Bartina e sua
sequéncia de DNA codificante, bem como as sequéncias equivalentes das variantes
c.139G>A;p.Gly47Arg e c.784delG;p.(Ala262Profs*68).

3.9 INSERCAO DOS FRAGMENTOS EM PLASMIDEO PGEM-T EASY

Quando o fragmento havia sido amplificado utilizando uma DNA polimerase
com atividade exonucleasica 3'—5’ (proofreading), procedeu-se previamente a etapa
de adenilagado do pro-duto de PCR, a fim de garantir a presenga de uma extremidade
3’-A necessaria para a clona-gem por TA. Para esse fim, empregou-se uma DNA
polimerase desprovida de atividade exonucleasica, especificamente a Taqg DNA
Polimerase, em reagdo contendo tampao comercial apropriado, MgCl, e dATP. A
mistura reacional foi incubada por 15 minutos a 72 °C, permi-tindo a adigcdo de uma
adenina nas extremidades 3’ dos fragmentos amplificados. Apds a confirmagao de
que os fragmentos encontravam-se devidamente adenilados, realizou-se a etapa de
ligacdo ao vetor utilizando o kit pGEM-T Easy (Promega), seguindo as especifica-
cdes do fabricante, possibilitando a insercéo eficiente dos produtos de PCR no vetor

por complementaridade A-T.

3.10 TRANSFORMAGCAO DE PLASMIDEOS CLONADOS EM E. COLI DH5A
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Todo o volume da reacdo de ligagao foi adicionado a 50 ul de células de
bactéria E. coli competentes. O microtubo contendo a mistura foi incubado por 1 min
30 s a42 °C, e logo em seguida colocado no gelo. A mistura resfriada, foi adicionado
800 pl de meio LB liquido, e o microtubo foi incubado por 1 hora a 37 °C, sob baixa
agitagdo (até 80 rpm). Apds a incubacdo, 200 ul da amostra foi utilizada para
inoculagao de placas de petri contendo meio LB solido, IPTG, ampicilina, e X-gal. As
placas foram incubadas por 16 a 24 horas a 37 °C. Apds o crescimento, foram
selecionadas as colénias brancas para confirmagao da transformacao através de
PCR.

3.11 CONFIRMACAO DE HETEROZIGOSE (GENE LMX1B)

As colbnias foram transformadas com plasmideo ligado ao produto de PCR
utilizando DNA genémico como molde. Dessa forma, de cada transformacgé&o haveria
populagdes distintas de E. coli contendo alelos diferentes do mesmo genoma. Varias
colénias foram selecionadas para crescimento, extracdo de plasmideo e
sequenciamento, para a verificagdo dos alelos distintos e confirmagdo da
heterozigose. Os procedimentos de analise foram os mesmos descritos

anteriormente
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando que as analises deste estudo foram realizadas em dois grupos
de pacientes acometidos por sindromes geneticamente e clinicamente distintas
(Sindrome Unha-Patela e Sindrome de Bartter), os resultados serdo apresentados
separadamente para cada condi¢do. Inicialmente, serdo descritos os achados
referentes ao paciente com Sindrome Unha-Patela, seguidos pelos resultados
obtidos para os casos de Sindrome de Bartter. Nesse ultimo, os resultados serao
ainda subdivididos conforme os diferentes tipos clinicos e moleculares identificados.
Para uma abordagem mais detalhada das variantes genéticas associadas para cada
paciente, serao apresentados os dados clinicos relevantes, os resultados do
diagndstico molecular, e, posteriormente, a discussao dos achados frente a literatura
cientifica atual. Os pacientes estao identificados em cada caso na forma de numero,
que os identifica em dados andénimos e randomizados, como previsto e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa de Seres Humanos da UFSCar. O diagnéstico clinico

foi realizado por médicos nefrologistas que fizeram parte da equipe de estudo.

4.1 SINDROME UNHA-PATELA (PACIENTE 015)

Paciente do sexo feminino, 14 anos de idade, IMC 17,06 kg/m? (pouco acima
do 3° percentil). Apresenta proteinuria, displasia de unhas, displasia da cabecga do
radio, patela esquerda ausente, patela direita hipoplasica, escoliose, hipercifose,
dismetria de membros inferiores, assimetria de volume renal. Nao apresenta cornos
iliacos. Foi diagnosticada clinicamente com sindrome Unha-Patela.

O diagndstico molecular revelou a variante rs1588307477 CMO042393
(c.G>C;p.Val265Leu) em heterozigose no gene LMX1B. A mae da paciente também
foi avaliada, ndo apresentando a SUP, e o sequenciamento revelou que nao possui
a variante encontrada na paciente ou outra variante patogénica (Figura 4). O pai ndo
participou do estudo, portanto n&o é possivel afirmar se trata-se de uma mutagao de
novo.

LMX1B codifica um fator de transcricdo da familia LIM-Homeobox (Lhx),
proteinas que possuem dois dominios LIM no N-terminal seguidos por um
Homeodominio. Os dominios LIM se associam a cofatores especificos com alta
afinidade, enquanto o homeodominio interage com o DNA. Estas interagdes formam

um complexo de regulagdo transcricional tecido-especifico (85). LMX1B, em
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particular, & expressado ja no inicio da fase embrionaria, regulando a padronizagao
Figura 4 - Cromatograma mostrando a alteragdo na paciente e a mesma posi¢cao na

mae, sem alteragao (autoria propria).
de membros e o desenvolvimento de 6rgaos, especificamente o epitélio visceral do

glomérulo (néfron), o segmento anterior do olho e neurbnios das vias 5-HT e

dopaminérgica (55).
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O gene LMX1B ¢é altamente conservado, tendo identidade quase total na
sequéncia de aminoacidos entre humano e camundongo, com a excegao de um
trecho de 6 residuos adicionais proximos ao N-terminal (upstream de LIM-A) em
camundongos, e um trecho de 7 residuos adicionais préximos ao C-terminal em
humanos. (Figura 5). Este fator de transcricdo esta envolvido no estabelecimento da
polaridade dorsoventral nas extremidades (86; 87), na expressdo de cadeias de
colageno IV e na diferenciagdo de poddécitos (0 que leva as anormalidades da
membrana basal glomerular) (46; 88; 89). Essa larga gama de fun¢des de LMX1B no
desenvolvimento embrionario explica a variedade de sistemas afetados nos
pacientes com SUP.

Em camundongos, a perda de LMX1B resulta na perda da padronizagao de
maos/pés e antebragos/pernas, assim como alteragdes no desenvolvimento dos

olhos, cérebro e rins (88). Em humanos, variantes patogénicas no gene estao
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associadas a Sindrome Unha-Patela (45; 46).
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Figura 5 - Homologia de aminoacidos entre LMX1B selvagem humano, p.Val265Leu,
e LMX1B de camundongo (autoria propria, utilizando BioEdit (90)).

A variante ¢.G>C;p.Val265Leu , identificada na paciente, foi descrita
inicialmente por Dunston et al em 2004 (47). Estudo funcional da variante mostrou
que apresenta atividade de transativagao bastante diminuido quando comparado a
forma selvagem, devido a incapacidade de ligagdo ao DNA (91). Val 265, alterado
pela mutagao, esta localizado no homeodominio do fator de transcri¢gao, portanto é

esperado que a ligagdo ao DNA seja afetada.

4.2 SINDROME DE BARTTER

4.2.1 Paciente 001

Paciente do sexo masculino, 6 meses de idade na data do diagndstico. Filho
de pais consanguineos, nascido a termo (40 semanas), com 3290 g e 52 cm (IMC
12,2; percentil 15% (92) ), a mae tendo apresentado polidramnio. Primeiros sintomas
iniciaram aos 3 meses de idade. Ao diagndstico apresentava 4650 g e 63,5 cm (IMC
11,5; percentil abaixo de 3%), consideravel atraso no crescimento e perda de peso,
baixa pressao arterial (53x35mmHg), proteinuria e hematuria (presenga de proteina
e sangue na urina); hipocalemia, hipocloremia, hipercalcemia, aumento de renina,
hipercalciuria e alcalose metabdlica. Nao apresenta nefrocalcinose ou insuficiéncia
renal.

A suspeita clinica era de Sindrome de Bartter sem especificacdo de tipo,
portanto buscou-se sequenciar os éxons dos genes KCNJ1, CLCNKB, SLC12A1 e
BSND visando identificar a causa molecular. Foram sequenciados com sucesso toda
a regiao codificante KCNJ1, éxons 6, 7, 11, 15 e 18 de SCL12A1, toda a regiao
codificante de BSND. Nessas regides, néo foi encontrada alteracéo possivelmente
patogénica. Em razao da pandemia de COVID-19, e as medidas restritivas impostas
por consequéncia, o trabalho no laboratério precisou ser suspenso e optamos por
enviar as amostras (deste paciente, e dos pacientes 017, 020, 022 e 023) ao

Laboratério de Genética Molecular |IS Biocruces — Bizkaia (Espanha), onde as



25

analises foram concluidas.

Foi visto que o paciente 001 apresenta em homozigose uma delegdo ao menos
do éxon 1 ao 19 do gene CLCNKB [c.(?_-12)(1961+7?) del; p.?)]. A delegao foi descrita
previamente como causadora da Sindrome de Bartter tipo 3 (30).

Dado que o paciente é filho de pais consanguineos, ndo surpreende a
homozigose da alteragdo apresentada. Essa variante é uma das primeiras descritas
e bastante representada na literatura em pacientes com Sindrome de Bartter tipo 3
(93; 94; 95).

4.2.2 Paciente 017

Paciente do sexo masculino, 2 anos e 8 meses de idade no momento do
diagnostico, tendo apresentado sintomas inicialmente aos 6 meses de idade. Nascido
de pais ndo consanguineos, a termo (39 semanas e 5 dias), com 3560g e 50 cm (IMC
14,2; entre 50% e 85%), a mae tendo apresentado polidramnio. Ao diagnéstico,
apresentava com 9,275 kg e 80,5 cm de altura (IMC 14,3; entre 3 e 15%), atraso no
desenvolvimento e perda de peso, pressao arterial no limite inferior da referéncia
(80x40mmHg). Em ultrassom, foi constatado rins de dimensdes aumentadas e
ecogenicidade levemente aumentada (indicativo de doenga renal). Exames
laboratoriais apontaram hipocloremia, hipocalcemia, hipermagnesemia, renina baixa,
altos niveis de potassio na urina, alcalose metabdlica. Nao apresenta nefrocalcinose
ou insuficiéncia renal.

Assim como no caso anterior, a estratégia inicial foi de analisar os genes
relacionado a Sindrome de Bartter, KCNJ1, CLCNKB e SLC12A1 visando a
identificacdo molecular causadora da sindrome. Neste caso especifico, ndo havia
sinal de surdez neurossensorial, portanto o gene BSND nao foi incluido. Foram
sequenciados, sem a identificacdo de alteragcdo possivelmente patogénica, toda a
regiao codificante de KCNJ1, éxons 6, 7, 11, 15, 18 e 20 de SLC12A1; éxons 8 e 15
de CLCNKB.

Foi observado duas variantes patogénicas em heterozigose combinada no
gene CLCNKB: Substituicdo em heterozigose (c.1408+1G>C; p.?), localizada na
regiao de splicing do éxon 14; e delegdo em heterozigose de ao menos os éxons 1
ao 19 do gene CLCNKB c.(?_-12)_(1961+7) del; p.? Analise das amostras dos pais
mostrou que o pai apresenta em heterozigose a variante por substituicdo no intron
14 do gene CLCNKB (c.1408+1G>C; p.?), e a méae apresenta delecdo em
heterozigose nos éxons de 1 a 19 do gene CLCNKB (c.(?_-12)_(1961+7?) del; p.?).
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A variante ¢.1408+1G>C; p.?, presente no genoma do paciente e do pai,
ambos em heterozigose, n&o foi descrita previamente na literatura. Os softwares de
predicdo de patogenicidade In silico consultados (VarSome, Mutation Taster e
VarSeak) predizem uma mudancga no splicing que afeta a proteina. O paciente herdou
a variante do pai, portador em heterozigose da mesma.

A delecdo em heterozigose completa da regido codificante do gene CLCNKB
foi identificada através da analise das CNV (Copy Number Variation) por
sequenciamento massivo (NGS). Pela técnica MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification) foi identificada dele¢cdo que inclui ao menos do éxon 1 ao 19 do
gene CLCNKB (c.(?_-12)_(1961+7?) del; p.?), confirmando o achado. A delegao foi
descrita previamente como causadora da Sindrome de Bartter tipo 3 (30). O paciente
herdou a alteracao da mée, portadora em heterozigose da mesma mutagao.

4.2.3. Paciente 020

Paciente do sexo masculino, filho de pais consanguineos, nascido prematuro
(32 semanas), com 24809 e 48 cm (percentil entre 90 e 97 para ambos); nao se sabe
se houve polidramnio. Diagnosticado aos 3 meses de idade, tendo iniciado os
sintomas aos 2 meses de idade, quando a desidratacao e poliuria foram as razdes
para a busca de médico. No momento do diagndstico, apresentava com 2,88kg e 52
cm (percentil 3% ou abaixo), e pressao arterial normal. Audiometria sem alteragoes,
ultrassonografia revelou dilatagdo pielocalical leve no rim Direito (podendo estar
relacionada a poliuria). Exames laboratoriais mostraram aumento de creatinina,
hipercalcemia, hipermagnesemia, niveis aumentados de cloro, renina baixa, potassio
e sodio na urina, nivel baixo de calcio na urina, alcalose metabdlica. Nao apresenta
nefrocalcinose ou insuficiéncia renal

Assim como nos casos apresentados anteriormente, o foco inicial foi a
amplificagdo e sequenciamento dos éxons dos genes relacionado a Sindrome de
Bartter, KCNJ1, CLCNKB, SLC12A1 e BSND. Foram sequenciados toda a sequéncia
codificante de KCNJ1, éxons 6, 7, 11, 15 de SLC12A1. Nestas regides, nao foi
identificada alteragao possivelmente patogénica.

Constatou-se que o paciente apresenta uma delecdo em homozigose de ao
menos 0s éxons 1 ao 19 do gene CLCNKB c.(?_-12) (1961+7?) del; p.?. Sua mae
apresenta a mesma delecao em heterozigose. Para confirmar a delecéao foi utilizada
a técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) que confirma que

0 paciente apresenta em homozigose uma deleg¢do que inclui ao menos do éxon 1



27

ao 19 do gene CLCNKB (c.(?_-12) (1961+7) del; p.?). A delegdo foi descrita
previamente como causadora da Sindrome de Bartter tipo 3 (30). O pai n&o participou
da pesquisa, porém, dada a consanguinidade conhecida entre os pais, é de se
esperar que este também apresente a delecdo em heterozigose, tendo o paciente
herdado a delecé&o de cada progenitor e apresentando a sindrome de Bartter devido
a homozigose da alteragao.

4.2.4 Pacientes 022 e 023

Ambas do sexo feminino, irmas, nascidas de pais ndo consanguineos.

022 nasceu prematura (35 semanas), com 2560g e 46cm (ambos entre 50 e
90%). 023 nasceu a termo (37 semanas), com 2675g e 47,5 cm (IMC 11,3; percentil
3-15). A mae nao apresentou polidramnio em nenhuma das gestagdes.

022 teve inicio dos sintomas aos 7 meses de idade, sendo diagnosticada
apenas aos 4 anos e 7 meses de idade. Na data do diagndstico, apresentava com
14,9 kg e 100 cm de altura (IMC 14,9, percentil 15-50), pressdo normal. Tinha queixa
de desnutricdo, polidipsia (excesso de sede) e poliuria. Exames laboratoriais
revelaram hipercalcemia e hipermagnesemia, excesso de sdédio e calcio na urina,
hipocloruria (nivel baixo de cloro na urina) e alcalose metabdlica. Ultrassom e
audiometria sem alteracdes.

023 teve inicio dos sintomas aos 4 meses de idade. A irma mais velha ja havia
sido diagnosticada, portanto levando os pais a investigarem a sindrome de Bartter
imediatamente. O diagndstico se deu aos 8 meses de idade, quando apresentava
com 5,9 kg e 62 cm, (IMC 15,3; ~15%). Exames laboratoriais revelaram hipocloremia,
hipercalcemia, hipermagnesemia, niveis altos de potassio na urina, e niveis baixos
de calcio e cloro na urina, alcalose metabdlica. Ultrassom e audiometria sem
alteracodes.

Novamente, iniciamos com a amplificagdo e sequenciamento dos genes
KCNJ1, CLCNKB e SLC12A1, ja que as pacientes nao apresentavam surdez
neurossensorial. Foram sequenciados, sem apresentar alteragcdes possivelmente
patogénicas, os éxons 15 e 20 de SLC12A1, a regido promotora e os éxons 2 e 15
de CLCNKB.

Apos analises dos resultados apresentados, observou-se que ambas
pacientes apresentam duas variantes patogénicas em heterozigose composta nos
éxons 7 (c.610 G>A,; p.Ala204Thr) e 17 (c.1783C>T; p.Arg595*) do gene CLCNKB: A

primeira, localizada no éxon 7, consiste na substituicdo de uma guanina por uma
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adenina na posigédo 610 da sequéncia de nucleotideos (c.610G>A), o que ocasiona
na proteina uma mudanga de uma alanina por uma treonina na posi¢cao 204
(p.Ala204Thr). Esta variante foi descrita previamente na literatura associada a
sindrome de Bartter tipo 3 (30). As pacientes herdaram a variante da mae, portadora
em heterozigose da mesma variante. A segunda, localizada no éxon 17, consiste na
substituicdo de uma citosina por uma timina na posi¢cdao 1783 da sequéncia de
nucleotideos (c.1783C>T) o que leva ao surgimento de um cdédon de parada
prematura no cédon 595, situado a 93 aminoacidos do final da proteina (p.Arg595%).
Esta variante foi descrita previamente na literatura associada a sindrome de Bartter
tipo 3 (96; 97). Essa variante foi herdada através do pai, portador em heterozigose
da mesma. Com base nos estudos moleculares realizados concluimos que as
pacientes sao portadoras da Sindrome de Bartter tipo 3, por terem duas mutagdes
em heterozigose composta.

4.2.5 Sindrome de Bartter Tipo I

Todos os pacientes descritos até esse ponto foram diagnosticados com
Sindrome de Bartter tipo Ill (Tabela 2). Sendo assim, vamos discuti-los em um tépico
unificado.

Das 4 familias (5 pacientes) dentro desse estudo que possuem diagndstico de
Sindrome de Bartter tipo I, 2 possuem delecao do gene ou de sua maior parte, sendo
2 delas em homozigose. De fato, a delegcdo completa ou de maior parte do gene
CLCNKB é bastante representada na literatura (22; 30; 104; 105; 93; 95; 98; 99; 100;
101; 102; 103).

CLC-Kb é um canal de sédio presente na porgao espessa ascendente do tubo
de Henle, e faz parte de um conjunto de proteinas de canal e receptores responsavel
pela reabsorcdo de sais nesta porcao do néfron. O canal é formado por um
homodimero de CIC-Kb, e é direcionado para a membrana, ativado e regulado por
Bartina. Ha variantes patogénicas descritas igualmente ao longo da sequéncia, sem
regido particularmente susceptivel a mutacdes. Devido a proximidade e alta
identidade com CLCNKA, tanto CLCNKA quanto CLCNKB sao particularmente
susceptiveis a dele¢des através de erros de pareamento durante a recombinacao
homologa na formagao de gametas. A Tabela 2 resume os achados moleculares dos
pacientes 001, 017, 020, 022 e 023. A Tabela A-1 (Apéndice) reuni as varantes

descritas em CLCNKB em pacientes de Sindrome de Bartter tipo 3 em bancos de



29

Tabela 2 - Diagndéstico molecular dos pacientes com Sindrome de Batrtter tipo 111

Paciente Zigosidade  Alelo(s) Origem Referéncia
Bibliografica
001 Homozigose Del gene mae e pai (22; 30; 98; 99;
100; 101; 102;
103; 104)
017 Heterozigose ¢.1408+1G>C; pai Inédito
p.?
Del 1-20 mae (22; 30; 98; 99;
100; 101; 102;
103; 104)
020 Homozigose Del 1-19 mae e pai (93; 94; 95)
022 e 023 Heterozigose c.610G>A; mae (93; 97; 104)
p.Ala204Thr
c.1783C>T; pai (96; 97)
p.Arg595*

dados e na literatura, e a Figura 6 esquematiza o gene CLCNKB e seus éxons, € a
estrutura secundaria da proteina codificada, mostrando a localizagao das alteragdes
pontuais identificadas nos pacientes deste estudo.

Ha evidéncia de que os genes CLCNKA e CLCNKB originaram-se de um
evento de duplicacao recente (106). Eles apresentam alto grau de homologia, e estao
localizados na mesma probanda do cromossomo 1 (1p36), separados por apenas 11
mil pares de base (30). Além disso, ambas proteinas necessitam a ativagdo por
Bartina. A homologia entre os genes pode favorecer erros de pareamento no
processo de recombinagao homologa, levando a delegdo de um dos genes.

O paciente 017 apresentou uma variante inédita, c.1408+1G>C. Tal variante
altera a regido reguladora de splicing, 0 que normalmente leva a exclusdo do éxon
seguindo do mRNA processado. Neste caso, o éxon 15 seria omitido, o que levaria a
um frameshift com STOP cdédon apenas 5 aminoacidos apds a substituicao inicial
(p.Gly4d70Valfs*5). Ndo ha variantes com consequéncia proteica semelhante a
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c.1408+1G>A

p-Ala204Thr p.Arg595*

Figura 6 - O gene CLCNKB, seus éxons, e CIC-Kb,por ele codificada. A proteina esta
representada em sua estrutura secundaria. As variantes patogénicas pontuais
encontradas nos pacientes desta tese estdo indicadas. A variante sublinhada é inédita
na literatura (autoria propria).

esperada para c.1408+1G>C, portanto ndo é possivel comparar este caso com a
literatura. No entanto, é esperado que modificacdo tdo extensa na proteina leve a
protedlise e perda total de funcdo (107).

4.2.6 Paciente 007 e Sindrome de Bartter Tipo 4

Paciente do sexo feminino, 10 anos de idade na data do diagndstico. O pai é
falecido. Nao ha familiares afetados. Devido ao baixo nivel s6cio econdmico, teve
muita dificuldade em acessar o servico médico especializado. A principio foi
encaminhada para acompanhamento na pediatria por quadro de constipagao
intestinal crénica e baixo peso. Durante investigagdo, ao realizar ultrassonografia

abdominal foi constatado nefrocalcinose e s6 entdo aos 10 anos e 10 meses de idade
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foi encaminhada para o servigo especializado em nefrologia pediatrica. A paciente foi
diagnosticada a partir dos dados clinicos em julho de 2017, quando sua mée foi
informada desta pesquisa, e o sangue das duas foi coletado. A paciente foi
diagnosticada e tratada no Hospital Universitario de Brasilia (HUB).

A paciente é filha de pais ndo consanguineos, prematura (31 semanas),
pesando 1715 g ao nascimento, com a mae apresentando polidramnio . O inicio dos
sintomas ocorreu por volta dos 7 anos de idade, mas tubulopatia renal nao foi
suspeitada, apesar do historico de atraso no crescimento, surdez neurossensorial e
repetidas convulsdes, levando ao diagndstico de epilepsia.

No momento do diagnédstico apresentava peso de 26,5 kg (abaixo do percentil
15), estatura de 136,3 cm (percentil 15), nefrocalcinose, surdez neurossensorial,
hipercolesterolemia, hipocalemia, hipocitraturia e epilepsia. Nao apresentava
insuficiéncia renal.

O acompanhamento e tratamento da paciente foi feito pelo servico de
nefrologia pediatrica do HUB até o ano de 2021, 15 anos de idade, quando a familia
abandonou o acompanhamento devido a dificuldades em seguir as orientagdes e
aquisicdo de medicamentos. No ultimo retorno, apresentava peso de 50,9 kg,
estatura de 158 cm, pressao arterial 90x60 mmHg, e bom estado geral. A surdez
neurossensorial levou a alteragdo na fala. Mantinha o quadro de nefrocalcinose
(presenca de cristais no tecido renal) bilateral e nefrolitiase (presencga de cristais nos
tubulos), porém apresentava fungao renal normal.

O diagnéstico clinico da Sindrome de Bartter tipo 1V direcionou a analise ao
gene BSND, por ser o mais comum quando se trata deste tipo, com poucos casos
relatados de mutacdo concomitante em CLCNKA e CLCNKB (66; 102). Analise dos
sequenciamentos revelou que, de fato, o gene BSND era o responsavel pela
Sindrome apresentada pela paciente, através de duas mutagdes em heterozigose.
c.139G>A;p.Gly4d7Arg (rs 74315289) e c.784delG;p.(Ala262Profs*68), esta ultima
relatada pela primeira vez nessa pesquisa. No éxon 1, foi identificada a variante
patogénica c.139G>A;p.Gly47Arg (rs 74315289), ja descrita em diversos pacientes
com Sindrome de Bartter tipo 1V (28-32,42,43,49). No éxon 4 foi identificada uma
variante ainda n&o descrita na literatura ou presente em bancos de dados,
c.784delG;p.(Ala262Profs*68) (Figura 7).
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A Paciente CKTGGTGATC?&GGGCATCAT

Exon 1
c.139G=>A
rs74315289

780 790

GG AAATA(ECC TGGCCCACCAC

Exon 4
c.784delG

B Mie CKTGGTGATC?EGGGCATCAT

Exon 1
Allele 1

CKTGGTGATC?EGGGCATCAT

Exon 1
Allele 2

780 790

GGAAATAGCCCTGCCCAACA

A ‘ f
Exon 4 ," \\ | \

Figura 7 - Cromatograma mostrando as alteragées na paciente 007 e sua mae
(autoria propria)

A paciente 007 tem apresentacado clinica tipica, porém diagnéstico tardio,
apesar de seu historico. O diagndstico de SB tipo IV normalmente acontece antes
mesmo da infancia, principalmente em casos pré-natais (40; 108; 109; 110; 111; 112).
Ha alguns casos descritos de diagndstico tardio (16; 113; 114; 115), no entanto estes
costumam apresentar quadro clinico mais leve do que a paciente em questao. Ela
apresentava atraso moderado de desenvolvimento e um diagnostico de epilepsia aos
7 anos de idade.

A variante patogénica c.139G>A;p.Gly47Arg ja foi descrita em diversos
pacientes com Sindrome de Bartter tipo 1V (28-32,42,43,49). Notadamente, todos os
casos de diagndstico tardio referenciados acima ocorreram em pacientes que
apresentavam a variante c.139G>A;p.Gly47Arg em homozigose. Essa variante,
presente na paciente 007 em heterozigose, foi caracterizada por Brum et al., que

mostraram que acarreta na diminuicdo da condutancia de CNC-Ka quando co-
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expressada em odécitos de Xenopus, de maneira similar a outras variantes
patogénicas (116). Apesar de ndo haver analise da co-expressédo com CIC-Kb, o
grupo de Brum et al. aponta que a mesma funcgéo residual vista em CIC-Ka pode
acontecer em CIC-kb, levando a um fendtipo mais leve relacionado a essa variante
(114). Um unico estudo descreve outro paciente que apresenta a variante em
heterozigose, em composicdo com c.94C>T (a variante nonsense, ou seja, causa
cédon de parada prematuro e consequente truncamento da proteina em Gly32), o
paciente teve apresentacgao clinica leve no periodo perinatal, mas deterioragao renal
rapida e severa no inicio da adolescéncia (117). Esse quadro se assemelha ao da
paciente 007, que ndo apresentou sintomas graves até os 7 anos de idade. Nestes
casos, a possivel retengao de fungao oferecida por c.139G>A;p.Gly47Arg pode nao
ter se estendido devido a heterozigose.

Atualmente, ha 21 variantes patogénicas de BSND descritas em pacientes
com SB tipo IV (Tabela A-2, Apéndice). Entre elas, polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs, do inglés Single Nucleotide Polymorphism), pequenas delegdes ou
insercoes, e grandes delecdes (Figura 8) (16; 32; 114; 115; 117; 118; 119; 120; 121;
122; 33; 40; 101; 104; 110; 111; 112; 113). Das 21 variantes, 3 causam perda do
cédon de iniciagdo, 8 sdo SNPs missense (quando ha alteragdo do aminoacido
codificado pelo cédon) — 3 localizadas na por¢ao N-terminal, uma na primeira hélice,
4 na segunda hélice - ,3 afetam regides de splicing, 3 causam cdédon de parada
prematuro (truncamento), 2 sdo delegdes grandes que envolvem pelo menos 2
éxons, e 2 causam mudanca de leitura de frame alterando ou truncando a maior parte
da cauda citoplasmatica C-terminal.

14 das 18 mutagdes pontuais descritas alteram a proteina nos primeiros 72
aminoacidos, ou seja, na por¢gado N-terminal ou nas duas alfa-hélices (Figura 8). Isso
nao € exatamente surpreendente, ja que essa regiao € a responsavel pela interagao
com os canais CIC-K e sua ativagdo. Estudos mostraram que truncamentos de
Bartina antes do aminoacido 72 causam a perda da funcao de estimulo de canais
CLC-K, enquanto truncamentos apds esse ponto tem pouca interferéncia na insergcao
na membrana e fungdo de canais CLC-K, fung¢ao primaria de Bartina(116; 123; 124;
125).

Apesar de estudos com Bartina truncada demonstrarem que essa verséo
truncada da proteina cumpre sua fungao celular, alguns estudos incluem a cauda

intracelular, ressaltando que a regido C-terminal é importante para a localizagdo na
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membrana e funcionamento correto dos canais CLC-K (125; 126).

c.17745G>C
- -
// Exon 4
/

cA77420_177+61del

Loss of exons 2-4

C.2724+1G=>A

|Loss of exons 3-4

Exon 3

/
f

;

p.Glyd7Arg
p.Val43lle
p.-Serd2Asn
p.Thr36Asn
p.GIn32*
p.Gly10Ser

p.Arg8Leu
p.Arg8Gly
p.Arg8Trp
p.Glu4*

p.Pro151Leufs*27

p.Trp102Valfs*7
p.Glugs”

p.Ala26Profs*68

Figura 8 - Esquema do gene BSND, a proteina Bartina e as variantes descritas na

literatura (autoria propria)
Na paciente 007, foi identificada no éxon 4 a inédita

c.784delG;p.(Ala262Profs*68) (Figura 8). Trata-se de uma dele¢cao de uma unica
citosina, causando uma mudanca no quadro de leitura de codons (frameshift), e por
consequéncia alterando toda a sequéncia de aminoacidos codificada a partir deste
codon. Os 58 aminoacidos terminais da proteina sao substituidos por 58 residuos
diferentes. Esta é a primeira descricdo de uma variante patogénica de BSND que
afeta apenas o éxon 4. A homologia mostra que ha conservacao deste trecho com
outros primatas, sugerindo que possui fungéo relevante (Figura 9)

Alteracdes no quadro de leitura dos codons sao reportadas em varias doencgas

genéticas, e normalmente resultam em truncamentos significativos (127; 128), e/ou
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a perda de motivos importantes (129). Em particular, um estudo de Al Salmani et al
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Figura 9 — Homologia de DNA (A) e Proteina (B) entre BSND selvagem, as variantes
presentes na paciente, e outros primatas (autoria propria, utilizando BioEdit (90))

(130), relata uma alteracao no quadro de leitura na por¢ao C-terminal intrinsecamente
desordenada de um canal de potassio afeta sua fungdo através de diferentes
mecanismos.

Andlise in silico da delegao c.784delG na ferramenta MutationTaster2 (83) a
classifica como “causadora de doencga”, e evidencia a alteragcao de 58 residuos de
aminoacidos no C-terminal. H4 também a perda do cédon de parada original, e adi¢ao
de 9 residuos além do numero de residuos na forma selvagem da proteina. Foi feita
também analise CADD O CADD gera um “PHRED-scaled score” (aqui referido como

‘pontuacgao escalonada”), em que valores mais altos indicam maior probabilidade de
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delecdo funcional. N&do é recomendado usar valores rigidos para determinar a
patogenicidade de uma variante, porém os desenvolvedores da ferramenta sugerem
que um valor entre 10 e 20 seria adequado, ja que uma pontuagao de 10 indicaria
que a variante esta entre as 10% mais deletérias, e uma pontuagéo de 20 representa
1% do parametro (84). A variante c.784delG apresenta uma pontuagao escalonada
de 18,80, que indica estar entre as 1,3% variantes mais deletérias. A variante
c.139G>A;p.Gly47Arg, sabidamente patogénica, apresenta pontuagcéo escalonada
CADD de 26,7 (0,02%).

A estrutura da proteina Bartina ainda n&o foi determinada empiricamente. No
entanto, modelos preditivos de estrutura indicam que a regido citoplasmatica C-
terminal é intrinsecamente nao estruturada. Proteinas ou regides intrinsecamente
desordenadas sdo comuns em diversos organismos, e nao possuem estrutura
secundaria ou terciaria definida em condi¢des fisiologicas. Apesar de fugirem do
padrao estrutura-fungéo, proteinas ou regides intrinsicamente desordenadas ja foram
relacionadas a muitas fungdes, incluindo interagdo a DNA, RNA ou proteinas,
sinalizagao celular, e regulacao de canais dependentes de voltagem (131; 132; 133).

O gene BSND, seus éxons, a estrutura predita de Bartina e todas as variantes
descritas na literatura sado apresentados na Figura 8.

Ha na literatura outras duas variantes que resultam em mudanca do quadro de
leitura, ambas no éxon 3. Uma delas é a variante c.452delC;p.Pro151Leufs*27 (33;
40; 119), e a variante mais proxima do loco da alteragdo encontrada pela primeira
vez na paciente 007. Também é uma dele¢cdo de uma unica base resultando em
mudanga de quadro de leitura, afetando apenas a cauda C-terminal (a partir do
aminoacido 262). O paciente naquele estudo € homozigoto para a variante, mas nao
ha mencdo ou hipotese a respeito de possivel mecanismo responsavel pela
patogenicidade (40). Um truncamento patogénico em GIu88, descrito em 2006 (110)
resulta na perda quase total da cauda C-terminal. Estudos sobre essa mutacao
revelaram que, mesmo que a expressao e fungao proteica fossem mantidas, houve
aumento de protedlise e a distribuicao incorreta de canais CLC-K, levando a uma
reducao do transporte epitelial (126). Isso sugere que ha alguma fungao de regulagao
de trafego apos Glu88. Ja que estudos com versdes truncadas de Bartina avaliam
apenas observacodes eletrofisiologicas, ndao seria percebido o efeito da disposicao
incorreta dos canais na membrana celular. Esse efeito poderia explicar em parte a

patogenicidade de ¢.784delG;p.(Ala262Profs*68), se assumirmos que a regido além
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de Ala262 tem parte na fungao reguladora de transporte.

Outro fator a ser considerado € o impacto dos 68 aminoacidos alterados pela
mudanga no quadro de leitura no C-terminal da proteina em seu dobramento, levando
ao aumento de protedlise. Para conclusbes mais robustas, no entanto, s&o
necessarios experimentos futuros para a avaliagdo de expressdo, traducao,
protedlise, localizagao celular e fungao da proteina mutada.

Os éxons 1 e 4 da paciente e sua mae foram amplificados e clonados no
plasmideo pGEM-T para confirmar a heterozigose das variantes. Apos a clonagem,
foram selecionadas multiplas colonias transformadas ja que, assumindo a
heterozigose, cerca de 50% das coldnias conteria o plasmideo inserido com um alelo
e 50% conteria o plasmideo contendo o outro alelo. De fato, foi comprovado por
sequenciamento destes plasmideos que havia duas populag¢des de plasmideo para
a paciente, e duas populagdes para a mae, sendo que ambas apresentaram a
variante ¢.139G>A;p.Gly47Arg. Infelizmente, o pai da paciente ja era falecido no
momento da coleta, portanto ndo € possivel determinar se a variante
c.784delG;p.(Ala262Profs*68) foi herdada ou € mutagao de novo.

4.3 LIMITACOES DESTE ESTUDO

O numero de casos abordados foi reduzido devido a restricbes impostas pela
pandemia de COVID-19, uma vez que esses pacientes pertencem ao grupo de risco
para a infeccao, e optamos por interromper o processo de recrutamento e coleta de
amostras para evitar exp0-los ao ambiente médico-hospitalar.Foram adquiridos
plasmideos de expressao em célula de mamifero para as proteinas CLCNKB, BSND
selvagem e BSND p.(Ala262Profs*68), com e sem a fusao a proteinas fluorescentes.
Esses seriam utilizados em ensaios funcionais e de localizagdo para a confirmacao
da hipotese de alteracdo da localizagdo membranar de CLCNKB por BSND
p.(Ala262Profs*68). No entanto, devido a limitagdo do tempo e acesso a linhagens

de células adequadas, esses ensaios nao foram executados.
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5. CONCLUSOES/CONSIDERAGOES FINAIS

Este estudo confirmou, pelo diagndstico molecular, o diagndstico clinico de
sete pacientes com doengas genéticas renais raras: um com Sindrome Unha-Patela,
cinco com Sindrome de Bartter tipo Ill e um com Sindrome de Bartter tipo V.

Mesmo com numero reduzido de pacientes, foi reafirmada a importancia do
diagnodstico molecular de pacientes com doengas genéticas raras com a descrigao de
duas variantes inéditas na literatura: c¢.1408+1G>C;p.? em CLCNKB e
c.784delG;p.(Ala262Profs*68) em BSND. Além disso, foi possivel contextualizar a
apresentacao clinica dos pacientes frente a outros casos descritos na literatura, como
a apresentacdo mais branda associada a variante BSND c.139G>;A;p.Gly47Arg,
mesmo em heterozigose com outras variantes. no paciente 007.

A variante inédita ¢.784delG;p.(Ala262Profs*68) em BSND € a unica descrita
até o momento no éxon 4. A presencga da variante inédita no éxon 4 sugere que a
porcao citoplasmatica C-terminal, em particular os ultimos cerca de 60 aminoacidos,
tem funcdo importante, apesar de ainda nao compreendida plenamente.
Experimentos futuros sdo necessarios para comprovar a fungao da por¢cao C-terminal
de Bartina e o efeito especifico da variante ¢.784delG;p.(Ala262Profs*68). Porém foi
apresentada a hipotese de que a alteragao prejudica a regulagcédo do transporte dos
canais CIC-K, funcdo de Bartina, para a porgcédo correta da membrana, acarretando
por consequéncia em falha no transporte epitelial de sair na porgao espessa
ascendente da alca de Henle. Nesse sentido, foi aceita a publicagdo de um artigo,
agora em fase de publicacao, na revista Biomedical Reports da editora Spandidos
(Anexo A).

Estudos com a co-expressao de Bartina (em sua forma selvagem e mutada) e
canal do tipo CIC-K em linhagem de células epiteliais diferenciadas (ex. MDCK)
possibilitaria a avaliagao da funcao eletrofisiolégica dos canais CLC-K sob diferentes
versoes de Bartina, dos niveis de expressao e protedlise de Bartina, e sua localizagao
celular, ja que tais células possuem a diferenciacdo de membrana basal e membrana
basolateral. Foram preparados plasmideos para tal fim, porém nao foi possivel incluir
estes ensaios na presente tese devido a limitagdes de tempo e capacitagao no cultivo

de culturas de células de mamiferos.
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Tabela A-1 - Variantes patogénicas descritas para CLCNKB. Quando ndo ha informagdo em “Variant ID”, a variante ndo possui

descricdo em banco de dados, apenas na literatura.

Variant ID Posicao Classe Consequéncia Exon Intron Consequéncia Referéncia Bibli-
(GRCh38) DNA Proteina ografica

rs749342666 1:16044494 SNP (perda de inicio) ¢.2T>G 2 - perda de inicio (94)

Cl072545 1:16044510 indel c.18dup 2 - p.(Leu7Alafs*3) (104)

- 1:16044526 SNP (missense) c.34T>G; 2 - p.(Ser12Ala) (134)

- 1:16044558 SNP (ganho de c.66G>A 2 - p.Trp22* (103)
parada)

rs1553127141 1:16044565 indel c.73del 2 - p.(Cys25Valfs*15) (104)

- 1:16044567 SNP (ganho de C.75T>A 2 - p.(Cys25%) (108)
parada)

rs200835418 1:16044580 SNP (ganho de c.88C>T 2 - p.Arg30* (135; 136)

CM100492 parada)

- 1:16045575 indel c.118delA 3 - p.Arg40Glyfs*4 (22)

rs777073739 1:16045639 SNP (missense) c.182C>A 3 - p.(Ala61Asp) (104)

CM055134

rs370985865 1:16045683 SNP (ganho de pa- c.226C>T; 3 - p.(Arg76%) (35; 104)
rada)

rs1260049089 1:16045685 SNP (sitio de splicing) c¢.228A>C - 3-4 Splicing? (137)

rs554794449 1:16046534 SNP (sitio de splicing) ¢.230-1G>C - 3-4 Splicing? (138)

CS043126

- 1:16046544 SNP (ganho de c.239G>A 4 - p.(Trp80*) (137)

parada)



https://www.ensembl.org/Homo_sapiens/Variation/Explore?db=core;g=ENSG00000184908;r=1:16040252-16057367;v=CM100492;vdb=variation;vf=1168808241
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rs202202425
rs201876924

rs1057521154
CM117815

rs121909131

rs1200818995

rs753861891

rs202064075
CM117109

rs1251715378

rs751375763
CM160534

rs121909132

rs1434140784
CM100493

Cl117818

1
1

[ N [ U . N

1

16046559
116046585
16046639

116047905

16047917

116047919

16048045
16048341
116048343
16048344
116048352

116048383
116048418

116048522

116048537

16048556

116048560
16048561

SNP (missense)
SNP (missense)

SNP (ganho de
parada)

SNP (missense)

SNP (missense)

SNP (missense)
indel?

SNP (sitio de splicing)

indel

SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)

SNP (missense)

SNP (ganho de
parada)

SNP (ganho de
parada)

SNP (missense)

SNP (missense)

indel
indel

C.254T>C;
c.280C>A
c.334C>T

c.359G>T

c.371C>T,;

c.373G>A
?

c.498+1G>C
c.499-2insG

c.499G>A
c.500G>T
c.508G>A

c.539T>G
c.574G>T;

c.595G>T
c.610 G>A
c.629C>T

c.633dup
c.634insA

I

o O O

(o))

5-6
5-6

p.(l1e85Thr)
p.Leu94lle
p.GIn112*

p.(Gly120Val)
p.(Pro124Leu)

p.(Glu125Lys)
p.Leu130del
p.?

p.?
p.Gly167Ser
p.Gly167Val
p.Val170Met

p.(Ala204Thr)
p.(Glu192*)

p.(Glu199%)
p.Ala204Thr
p.Ala210Val

p.Val212Serfs*70
p.Val212Serfs*69

(22; 73; 101)
(30; 103)

(104
(139
(104
(103
(103
(100
(97; 104)

)
)
)
)
)
)

(104)
(134)

(140)

Essa tese, (93;
97; 104)

(97; 136)

(22)
(101)
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rs1570332962
CM117813

rs1463217225
CI117819

rs748423128
CMO071615

rs1268241805
CD173046

rs779908241
CS004290

rs1222762167

rs1363476326

CD117816
rs1557469252
rs769219002
rs7368151

rs2023228317
CM117114

1:16048574

1:16049123

1:16049136
-16049137

1:16049149

1:16049189

1:16049217

1:16049222
1:16049616

1:16049637

1:16049684
-16049686

1:16049699
1:16049701
1:16049813
1:16049823
1:16049824

1:16049835

SNP (missense)
SNP (ganho de
parada)

indel

indel

SNP (missense)
SNP (mudancga no

quadro de leitura)
SNP (missense)

SNP (sitio de splicing)

SNP (ganho de pa-
rada)

indel

indel
SNP (missense)
indel
SNP (missense)

SNP (ganho de pa-
rada)

SNP (missense)

c.647C>T
C.659G>A
c.672_673del
c.685dupT
c.725C>A
c.753delG

c.758T>C
c.782-2A>G

c.801C>G
c.848-850delTCT

c.863delT
c.865G>C
c.867-2delA
c.875G>T
c.876T>A

c.887G>A

p.Pro216Leu
p.Trp220*
p.(Glu225Glyfs*56
z).Ser229Phefs*53
p.Ala242Glu
p.(Leu252fs)

p.Leu253Pro
splicing

p.(Tyr267%)
p.(Phe248del)

p.Leu288Argfs*60
p.Gly289Arg

p.?

p.Cys292Phe
p.Cys292*

p.Gly296Asp

(22; 101)
(22)
(104)
(22; 101)
(100)
(97)

(141)
(98; 104)

(137)
(108; 142)

(22)

(100; 103)
(103)
(104)

(99)

(137)
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rs377215024

rs201204502
CS1211892

rs5251

CM127102
CD173047

rs121909134

rs368504008
CM100491

rs1307215192
CM138093

rs1286624133
CM160535

rs754672425
rs34255952

rs764966080
rs751248175

1

116049858

16049917

116050547

16050551
116050573

16050578
116050593
16050598

116050599

16050874
1:

16050971

-16050978

1

1:

1

116050987

16050992

16051004
1:

16051013

-16051024

1

1

16051476
1:

16051494

16051507

SNP (ganho de pa-

rada)

SNP (sitio de splicing)

Indel (mudancga de
quadro de leitura)

SNP (missense)

SNP (mudanca de
Quadro de leitura)

SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)

SNP (missense)
SNP (sitio de splicing)

Indel (mudancga de
quadro de leitura)

SNP (ganho de
parada)

SNP (missense)
SNP (missense)
indel (perda de ami-

noacidos)

SNP (sitio de splicing)
SNP (missense)
Indel (mudanca de

c.910C>T,

c.968+1G>A

c.1000delG

c.1004T>C;
c.1026delC

c.1031C>A
c.1046C>A,;
c.1051C>T

c.1052G>T

c.1054-1G>A

c.1150_1157delC

CCCAGCA
c.1166G>A

c.1171T>C,
c.1183C>T

c.1192_1203del1

2

c.1228-2
C.1244T>A
c.1257delC

10

11

11
11

11
11
11

11

13

10-11

12-13

p.(Arg304*)

p.?

p.Val334Phefs*15

p.(Leu335Pro)

p.(Ser343Alafs*6)

p.(Ala344Asp)
p.(Ala349Asp)
p.Arg351Trp

p.(Arg351Leu)

p.GIn385Valfs*63

p.Trp389*

p.Trp391Arg
p.Arg395Trp

p.lle398_Thr401d

el
splicing
p.(Leud415GIn)

p.Met421Cysfs*58

(103; 143)
(104; 144)
(108)

(145)
(97)

(104)
(136)

(108; 146)

(140)

(147)
(77)
(97)

(148)
(137)
(137)
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rs769163950
CM117116

rs761374224
CMO071617

rs755714542
CM117814

rs201540273
CM004244

rs1180658535

CM139424

rs1380983236

rs757710314
CM1616135

rs750711107

CM0910000
rs768205317

1:16051508

1:16051520

1:16051544
-16051545

1:16051710
1:16051721
1:16051725
1:16051737
1:16051744
-16051747

1:16051745
1:16051806

1:16051807
1:16051807

1:16051821
1:16052198
1:16052257

quadro de leitura)
indel

SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)
SNP (missense)
indel (mudanca de
quadro de leitura)

SNP (missense)
SNP (missense)

indel

Indel (mudanca de
quadro de leitura)

SNP (sitio de splicing)

SNP (missense)
SNP (missense)

c.1258_1259in-
sTGCCGGG-
TACA

c.1270G>A
c.1294_1295TA>
cT

c.1298G>A
c.1309G>A
c.1313G>A

c.1325A>G

c.1332_1335delC

TCT
c.1333T>G
C.1394G>A,;

c.1395del
c.1395dupG

c.1408+1G>C
c.1409G>A;
c.1468G>A

13

13

13

14

14

14

14

14
14

14
14

15
s

p.(lle419_Pro420i
nsLeuProGlyThr)

p.Glu424Arg
p.(Tyrd32Leu)
p.Gly433Glu
p.(Gly437Arg)
p.Arg438His
p.Glud442Gly
p.Serd445Leufs*33

p.(Serd45Ala)
p.(Gly465Glu)

p.(Tyrd65%)
p.Tyr4d66Valfs*56

p.?
p.(Gly470Glu)
p.(Glu490Lys)

(104)

(108)

8

(22; 101)
(135)

(97)

(22; 101; 149)

(108)
(150)

(104)
(108)

Essa tese
(145)
(137)
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rs187999813
CM160533

CS139426

rs370221310
CMO071616

rs2023408029

rs121909136
CM042958

rs863224858
CS109053
rs1161043470
rs5255

rs1442635290

CM160536

CG1313053
CG1922072
CG1922074

1

1:

16052378

16053673

-16053680

1

1

1

1

16053712

116053771
16053773
116055461

16055470

116055508

16055523
116055726
16056420
116056459
16056471

116056479

:16056869

SNP (missense)

Indel (mudanga de
quadro de leitura)

Indel (mudancga de
quadro de leitura)

SNP (sitio de splicing)
SNP (sitio de splicing)

SNP (ganho de
parada)

SNP (ganho de pa-
rada)

SNP (ganho de
parada)

SNP (sitio de splicing)
indel

SNP (sitio de splicing)
SNP (missense)

SNP (ganho de pa-
rada)

SNP (ganho de pa-
rada)

SNP (missense)

Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons

c.1589C>T

c.1657_1664del-

CACAGCAT
c.1696delG

c.1755A>G
c.1756+1G>A
c.1783C>T

c.1792C>T

c.1830G>A

c.1845+1G>A
c.1897del
c.1930-2A>C
c.1967T>C
c.1979C>A

c.1987A>T

c.2017A>T
del 1-3

del 1-4

del 1-10
del 1-13

16

17

17

17

18

19
19

1

20
1-3
1-4
1-10
1-13

17-18

18-19

p.Pro530Leu

p.Ser554Hisfs*50

p. Glu566fs*20

p.?

p.?
p.Arg595*
p.GIn598*
p.(Trp610%)

p.?
p.Leu633*

p.Leu656Pro
p.(Ser660%)

p.Arg663*

p.Met673Leu

(140)
(108)
(104; 151)

(142)
(97)

Essa tese, (96;
97)

(152)

(22; 101; 138;
140)

(153)
(104)
(103)
(77)

(137)

(140)
(22; 139)
(108)
(137)
(137)
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CG160854

CG188607
CG1922075

CG160855
CG1912258

CG1922071
CG024832
CG973427

Delecao de éxons
Delecao de éxons

Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Delecgéo de gene

del 1-14
del 1-18

del 1-19
del 2-3
del 2-20
del 4-14
del 4-9
del 4-20
del 2
del 6
del 1-20

1-14
1-18

1-19
2-3
2-20
4-14
4-9
4-20

1-20

(22; 95)
(148)

(93; 94; 95)
(151)
(141)
(137)
(137)

(97; 108)
(137)
(154)

(22; 30; 98; 99;
100; 101; 102;
103; 104)




Tabela A-2 - Variantes patogénicas descritas para o gene BSND
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Variant ID Posicao Classe Consequéncia Exon Intron Consequéncia Ref
(GRCh38) DNA Proteina

rs74315284 1:54999187 SNP (perda de inicio) c.1A>T 1 p.0 (32)

CMO013300

CM065989 1:54999188 SNP (perda de inicio) c¢.2T>A 1 p.0 (110)

rs74315286 1:54999189 SNP (perda de inicio) ¢.3G>A 1 p.0 (32; 104; 111)

CMO013299

rs121908145 1:54999196 SNP (ganho de pa- c.10G>T 1 p.Glug* (121)

CM094872 rada)

rs74315285 1:54999208 SNP (missense) c.22C>T 1 p.Arg8Trp (32; 122)

CMO013302

rs74315285 1:54999208 SNP (missense) c.22C>G 1 p.Arg8Gly (112)

CM1812478

rs74315288 1:54999209 SNP (missense) c.23G>T 1 p.Arg8Leu (32)

CMO013301

rs74315287 1:54999214 SNP (missense) c.28G>A 1 p.Gly10Ser (32)

CMO013303

CM063882 SNP (ganho de pa- c.94C>T 1 p.GIn32* (117)
1:54999280 rada)

rs777656311 1:54999293 SNP (missense) c.107C>A 1 p.Thr36Asn (112)

- 1:54999311 SNP (missense) c.125G>A 1 p.Ser42Asn (104)

rs34561376 1:54999313 SNP (missense) c.127G>A 1 p.Val43lle (122)

rs74315289 1:54999325 SNP (missense) c.139G>A 1 p.Gly47Arg Essa tese, (16;

CMO035675 40; 101; 113;

114; 115; 117),

rs1389952796 1:54999343- Indel (sitio de splicing) ¢.157-177+2-del 1 - (32)

CG015703 5499383

- 1:54999365 SNP (sitio de splicing) c.177+2T>A - - (40)

CS066269 1:54999368 SNP (sitio de splicing) c¢.177+5G>C - - (111)
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rs771232166
CM065990
Cl145856

rs765135576

CG094068
CG015704

1:55005106

1:55007026

1:55007175-
55007176

1:55008449

SNP (ganho de
parada)

Indel (mudancga de
quadro de leitura)
indel (mudanca de
quadro de leitura)
Delecao de éxons
Delecao de éxons
Indel (mudanca de
quadro de leitura)

c.262G>T
c.302dup
c.452delC
Del exon 2-4

Del exon 3-4
c.784delG

2
3

3

2
3
4

-4
-4

p.Glu88*
p.Trp102Valfs*7

p.Pro151Leufs*27

p.(Ala262Profs*68)

(110)
(118)
(33; 40; 119)
(120)

(32)
Essa tese
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ANEXO A — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Sindrome de Bartter)

Centro de Ciéncias Biologicas e da Saide - CCBS

u Departamento de Medicina - DMed -

oA Via Washington Luis, km 235 — Caixa Postal 676 8
=1 e

/ 13565-905 — Sao Carlos — SP - Brasil g

Fone e Fax: (16) 3351-8340 / E-mail: dmed@ufscar.br Armenlisg M

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS /

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)
Para criancas e adolescentes (maiores que 6 anos e menores de 18 anos) e para legalmente incapaz

(Resolucao 466/2012 do CNS)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “ESTUDO DE GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES
PORTADORES DE TUBULOPATIAS RENAIS”, coordenada pela professora Amélia Trindade ((16) 3351-9768/ 3351-8340 ou
e-mail atrindade@ufscar.br). Seus pais permitiram que vocé participasse.

Dentro das células existem codigos que dizem tudo o que aconteceu ou que ird acontecer com 0 nosso corpo, chamado
de DNA. S@o estes codigos que iremos estudar porque queremos entender o que esta diferente no seu DNA. Ao encontrarmos o

que esta diferente no seu DNA, poderemos entender porque vocé tem e ajudar a

procurar jeitos mais rapidos de fazer o diagnostico e melhores tratamentos.

Vocé s6 precisa participar da pesquisa se quiser, ¢ um direito seu e ndo tera nenhum problema se desistir. As criangas e
adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém idade que varia de menos de 1 ano até adolescentes de 21 anos de idade.

A pesquisa sera feita no Laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada do Departamento de Genética e Evolugao da
Universidade Federal de Sao Carlos, para onde serdo enviadas amostras de sangue das criangas e adolescentes com

. Para isso, sera retirado um pouco de sangue seu e de seus pais, do mesmo modo

como costumam retirar quando vocé faz os exames para levar ao seu (sua) médico(a). Como vocé sabe a coleta de sangue tem a
dor de uma picada, e as vezes pode ficar roxo no local que coloca a agulha. Caso aconteca algo errado, vocé pode nos procurar
pelo telefone ou e-mail que tem no comego do texto. Mas ha coisas boas que podem acontecer como dar a certeza de que vocé

tem , desse modo o médico que esta cuidando de vocé podera ter dar o tratamento mais

adequado.
Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a estranhos as
informacgdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa serdao apresentados em reunides, revistas ou jornais cientificos, mas sem

identificar as criangas e adolescentes que participaram.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO
Eu aceito participar da pesquisa “ESTUDO DE
GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES PORTADORES DE TUBULOPATIAS”.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualquer momento, posso dizer “nao” e desistir e que ninguém vai ficar com raiva de mim.
Os pesquisadores e o(a) meu(minha) médico(a) tiraram minhas dividas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e 1i e concordo em participar da pesquisa.

Local e data:

Assinatura do menor Assinatura do Médico Assistente ou

Pesquisador Responsavel
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ANEXO B — Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (Sindrome Unha-
Patela)

Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saide - CCBS

2 Departamento de Medicina - DMed g
Yo%  vio Washington Luis, km 235 — Caixa Postal 676 { M e d 3
/ 13565-905 — Sao Carlos — SP - Brasil g

Fone e Fax: (16) 3351-8340 / E-mail: dmed@ufscar.br Aepiomeniadeiacicn

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS /

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TALE)
Para criangas e adolescentes (maiores que 6 anos e menores de 18 anos) e para legalmente incapaz

(Resoluc¢ao 466/2012 do CNS)

Vocé esta sendo convidado a participar da pesquisa “ESTUDO DE GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES
PORTADORES DE SINDROME UNHA-PATELA”, coordenada pela professora Amélia Trindade ((16) 3351-9768/ 3351-8340
ou e-mail atrindade@ufscar.br). Seus pais permitiram que vocé participasse.

Dentro das células existem codigos que dizem tudo o que aconteceu ou que ird acontecer com o 1nosso corpo, chamado
de DNA. Sao estes codigos que iremos estudar porque queremos entender o que esta diferente no seu DNA. Ao encontrarmos o
que esta diferente no seu DNA, poderemos entender porque vocé tem a sindrome Unha-Patela e ajudar a procurar jeitos mais
rapidos de fazer o diagnostico e melhores tratamentos.

Vocé so precisa participar da pesquisa se quiser, € um direito seu e nao tera nenhum problema se desistir. As criancas e
adolescentes que irdo participar desta pesquisa tém idade que varia de menos de 1 ano até adolescentes de 21 anos de idade.

A pesquisa sera feita no Laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada do Departamento de Genética e Evolucdo da
Universidade Federal de Sao Carlos, para onde serdo enviadas amostras de sangue das criangas e adolescentes com sindrome
Unha-Patela. Para isso, sera retirado um pouco de sangue seu e de seus pais, do mesmo modo como costumam retirar quando
vocé faz os exames para levar ao seu (sua) médico(a). Como vocé sabe a coleta de sangue tem a dor de uma picada, e as vezes
pode ficar roxo no local que coloca a agulha. Caso acontega algo errado, vocé pode nos procurar pelo telefone ou e-mail que tem
no comeco do texto. Mas ha coisas boas que podem acontecer como dar a certeza de que vocé tem a sindrome Unha-Patela,
desse modo o médico que esta cuidando de vocé podera ter dar o tratamento mais adequado.

Ninguém sabera que vocé esta participando da pesquisa, ndao falaremos a ouftras pessoas, nem daremos a estranhos as
informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa serdo apresentados em reunides, revistas ou jornais cientificos, mas sem

identificar as criancas e adolescentes que participaram.

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa “ESTUDO DE
GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES PORTADORES DE SINDROME UNHA-PATELA”™.

Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a
qualquer momento, posso dizer “ndo” e desistir e que ninguém vai ficar com raiva de mim.
Os pesquisadores e o(a) meu(minha) medico(a) tiraram minhas duvidas e conversaram com os meus responsaveis.

Recebi uma copia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa.

Local e data:

Assinatura do menor Assinatura do Médico Assistente ou

Pesquisador Responsével



ANEXO C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Sindrome de

Bartter)

Centro de Ciéncias Biologicas e da Saiade - CCBS

4 Departamento de Medicina - DMed o
Y o/A%  vic Washington Luis, km 235 — Caixa Postal 676 { M e d 8
13565-905 — Sao Carlos — SP - Brasil i

Fone e Fax: (16) 3351-8340 / E-mail: dmed@ufscar.br Diponomenio da Mockina |2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Resolucao 466/2012 do CNS)

ESTUDO DE GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES PORTADORES DE SINDROME DE
BARTTER.

A sindrome de Bartter ¢ uma doenga renal hereditaria, ou seja, transmitida de geracdo em geragao familiar, que se
caracteriza por perda pela urina de grande quantidade de sais como o potassio, sédio e em alguns casos célcio
ocasionando danos ao funcionamento do corpo. Esta doenga ainda ndo estd totalmente esclarecida, sabe-se que tem
uma base genética, por isso a confirmagio do diagndstico é feita com a identificacdo do defeito genético.

O/A seu (sua) filho(a) que

tem o diagnostico clinico de sindrome de Bartter, foi selecionado(a) no ambulatério/servico

estd sendo convidado(a) para, se

desejarem, participar da pesquisa, que tem como objetivo confirmar o diagnostico de sindrome de Bartter ao
identificar qual (quais) o(s) defeito(s) genético(s) o (a) seu (sua) filho(a) possui. A identificacdo dos defeitos
genéticos ajudara a ampliar os conhecimentos que existem atualmente sobre a sindrome de Bartter, o que possibilitara
diagnosticos mais precoces, tratamentos mais adequados, diminuindo o aparecimento de complicacdes da doenga.
Portanto, ao realizar o estudo genético  sera possivel dar o diagnostico de certeza da doenga de Bartter,
principalmente quando for realizado em conjunto o estudo genético dos pais, pois permitird confirmar as alteragdes
genéticas encontrada(s) no(a) seu (sua) filho(a).

Para isso, a participacdo de vocés consistira em doar uma amostra de sangue do seu filho/filha

, uma amostra de sangue

(pai) e uma amostra de sangue

(mae) . A coleta de sangue sera

realizada em ambiente confortavel e privativo por profissional habilitado em uma veia do brago usando luvas,
mascara, agulha e seringa descartaveis, apos serem tomados todos os cuidados de antissepsia preconizados para este
tipo de procedimento. A coleta, normalmente, ndo acarreta maiores riscos para a saide. Entretanto, em alguns casos
podera surgir nas primeiras horas, no local da pun¢do, um hematoma ou pequeno desconforto que devera desaparecer
em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas poderdo sentir tonteira durante ou ap6s o procedimento. Para minimizar
esses acontecimentos, sera coletado o minimo necessario de amostra de sangue e vocés serao orientados a
permanecerem sentados durante alguns minutos até que se sintam confortaveis para levantar.

A participagdo na pesquisa nao € obrigatdria, e a recusa nao implicard em nenhum prejuizo no tratamento de rotina ou
na relagdo com o pesquisador ou com a instituigdo. Vocés poderdo, se desejarem, retirarem-se do estudo a qualquer
momento sem que isto afete os seus cuidados médicos no presente ou no futuro, ou traga qualquer tipo de prejuizo.

Os procedimentos serdo gratuitos e ndo havera compensacdo em dinheiro pela participacdo de vocés. Vocés terdo

direito a indenizagao por qualquer tipo de dano resultante da participacdo de vocés na pesquisa.
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Todas as informagdes a respeito de vocés serdo mantidas em segredo. Para isso, apos cadastramento dos dados, ndo
aparecera nenhum nome que o identifique, apenas um nimero que somente o pesquisador principal sabera a quem se
refere. Os dados coletados poderdo ser divulgados em eventos, revistas e/ou trabalhos cientificos, sempre preservando
a identidade de vocés.

Em caso do estudo genético mostrar resultado com alguma utilidade diagnostica, o mesmo sera enviado diretamente

ao médico assistente do(a) seu (sua) filho(a) Dr(a).

instituicao 5 com

uma copia a ser entregue a vocés ( responsaveis legais).

Como beneficios indiretos da sua participacdo, os dados obtidos nessa pesquisa poderdo servir para podermos
compreender melhor como essa doenga aparece, como podemos fazer diagndsticos mais rapidos e como poderemos
trata-la de forma melhor e talvez até definitiva.

Se vocés tiverem qualquer problema ou divida durante a participagdo de vocés na pesquisa poderdo comunicar-se
pelo telefone (16) 3351-9768 ou entrarem em contato com o laboratério de Bioquimica e Genética Aplicada no
Departamento de Genética e Evolugdo, e procurar a Dra. Amélia Trindade, que é a pesquisadora responsavel pelo
projeto. Vocés receberdo uma via deste termo, onde consta o telefone e o endereco do pesquisador principal. Vocés

poderdo tirar suas dividas sobre o projeto e a participagdo de vocés agora ou a qualquer momento.

Declaro (declaramos) que entendi (entendemos) os objetivos, riscos e beneficios da participacio do (a)
meu (minha) filho (a) na pesquisa e concordo (concordamos) em participar. Fui (fomos) informado(s)
que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que
funciona na Pro-Reitoria de Pos-Graduagio e Pesquisa da Universidade Federal de Sio Carlos,
localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sao Carlos -
SP —Brasil. Fone (16) 3351-8110. Enderego eletronico: cephumanos@ufscar.br

Endereco para contato (24 horas por dia e sete dias por semana):

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Amélia Trindade

Laboratorio de Bioquimica e Genética Aplicada do Departamento de Genética e Evolugao
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, km 235 - SP-310 CEP 13565-905 Sao Carlos - Sao Paulo - Brasil.
Telefone: (16) 3351-9768/ (16) 3351-8340 e atrindade@ufscar.br

Pelo presente documento, autorizo a extragdo de DNA a partir de amostras de sangue com fim exclusivamente de
estudar a sindrome de Bartter.

Local e data:

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel Legal

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel Legal
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ANEXO D — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Sindrome Unha-

Patela)

Centro de Ciéncias Biologicas e da Sainde - CCBS

4 Departamento de Medicina - DMed o
Y o/A%  vic Washington Luis, km 235 — Caixa Postal 676 { M e d 8
13565-905 — Sao Carlos — SP - Brasil i

Fone e Fax: (16) 3351-8340 / E-mail: dmed@ufscar.br Diponomenio da Mockina |2

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS /

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Resolucao 466/2012 do CNS)
ESTUDO DE GENETICA MOLECULAR NOS PACIENTES PORTADORES DE SINDROME UNHA-
PATELA.

A sindrome Unha-patela ¢ uma doenga renal hereditaria, ou seja, transmitida de geragado em geragao familiar, que se
caracteriza por alteragdes na pele, nas unhas, nos ossos, nos olhos e nos rins, alguns pacientes podem ter insuficiéncia
renal. Esta doenga ainda ndo esta totalmente esclarecida, sabe-se que tem uma base genética, por isso a confirmagao
do diagnostico é feita com a identificagdo do defeito genético.

O/A seu (sua) filho(a) que tem o

diagnostico  clinico de  sindrome  Unha-patela  foi selecionado(a) no  ambulatoério/servigo

esta sendo convidado(a) para, se desejarem,

participar da pesquisa, que tem como objetivo confirmar o diagnostico de sindrome Unha-patela ao identificar qual
(quais) ofs) defeito(s) genético(s) o (a) seu (sua) filho(a) possui. A identificagdo dos defeitos genéticos ajudara a
ampliar os conhecimentos que existem atualmente sobre a sindrome Unha-patela, o que possibilitard diagnosticos mais
precoces, tratamentos mais adequados, diminuindo o aparecimento de complicacdes da doenca. Portanto ao realizar o
estudo genético sera possivel dar o diagndstico de certeza da sindrome Unha-Patela, principalmente quando for
realizado em conjunto o estudo genético dos pais, pois permitira confirmar as alteragdes genéticas encontrada(s) no(a)
seu (sua) filho(a).

Para isso, a participagdo de vocés consistirAi em doar uma amostra de sangue do seu filho/filha

, uma amostra de sangue

(pai) e uma amostra de sangue

(mae) . A coleta de sangue sera

realizada em ambiente confortavel e privativo por profissional habilitado em uma veia do brago usando luvas,
mascara, agulha e seringa descartaveis, apos serem tomados todos os cuidados de antissepsia preconizados para este
tipo de procedimento. A coleta, normalmente, ndo acarreta maiores riscos para a saude de vocés. Entretanto, em
alguns casos podera surgir nas primeiras horas, no local da pungdo, um hematoma ou pequeno desconforto que devera
desaparecer em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas poderao sentir tonteira durante ou apds o procedimento. Para
minimizar esses acontecimentos, serd coletado o minimo necesséario de amostra de sangue e vocés serdo orientados a
permanecerem sentados durante alguns minutos até que se sintam confortaveis para levantar.

A participagao na pesquisa nao é obrigatoria, e a recusa nao implicara em nenhum prejuizo no tratamento de rotina ou
na relagdo com o pesquisador ou com a instituigdo. Vocés poderdo, se desejarem, retirarem-se do estudo a qualquer
momento sem que isto afete os seus cuidados médicos no presente ou no futuro, ou traga qualquer tipo de prejuizo.

Os procedimentos serdo gratuitos e ndo havera compensacdo em dinheiro pela participagdo de vocés. Vocés terdo

direito a indenizagdo por qualquer tipo de dano resultante da participacdo de vocés na pesquisa.
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Todas as informagdes a respeito de vocés serdo mantidas em segredo. Para isso, apos cadastramento dos dados, ndo
aparecera nenhum nome que o identifique, apenas um nimero que somente o pesquisador principal sabera a quem se
refere. Os dados coletados poderdo ser divulgados em eventos, revistas e/ou trabalhos cientificos, sempre preservando
a identidade de vocés.

Em caso do estudo genético mostrar resultado com alguma utilidade diagnostica, o mesmo sera enviado diretamente

ao médico assistente do(a) seu (sua) filho(a) Dr(a).

instituicao 5 com

uma copia a ser entregue a vocés ( responsaveis legais).

Como beneficios indiretos da sua participacdo, os dados obtidos nessa pesquisa poderdo servir para podermos
compreender melhor como essa doenga aparece, como podemos fazer diagndsticos mais rapidos e como poderemos
trata-la de forma melhor e talvez até definitiva.

Se vocés tiverem qualquer problema ou divida durante a participagdo de vocés na pesquisa poderdo comunicar-se
pelo telefone (16) 3351-9768/ (16) 3351-8340 ou entrarem em contato com o laboratorio de Bioquimica e Genética
Aplicada no Departamento de Genética e Evolucgdo, e procurar a Dra. Amélia Trindade. Vocés receberdo uma via
deste termo, onde consta o telefone e o enderego do pesquisador principal. Vocés poderdo tirar suas duvidas sobre o

projeto e a participacao de vocés agora ou a qualquer momento.

Declaro (declaramos) que entendi (entendemos) os objetivos, riscos e beneficios da participacio do (a)
meu (minha) filho (a) na pesquisa e concordo (concordamos) em participar. Fui (fomos) informado(s)
que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar que
funciona na Pro-Reitoria de Pos-Graduagio e Pesquisa da Universidade Federal de Sio Carlos,
localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sao Carlos -
SP —Brasil. Fone (16) 3351-8110. Enderego eletronico: cephumanos@ufscar.br

Endereco para contato (24 horas por dia e sete dias por semana):

Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Amélia Trindade

Laboratorio de Bioquimica e Genética Aplicada do Departamento de Genética e Evolugao

Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Sao Carlos

Rodovia Washington Luis, km 235 - SP-310 CEP 13565-905 Sao Carlos - Sdo Paulo - Brasil.

Telefone: (16) 3351-9768/ (16)3351-8340 atrindade@ufscar.br

Pelo presente documento, autorizo a extracdo de DNA a partir das amostras de sangue com fim exclusivamente de

estudar a sindrome Unha-patela.

Local e data:

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel Legal

Nome do Responsavel Legal Assinatura do Responsavel Legal
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ANEXO E - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Sao Carlos

UFSCAR - UNIVERSIDADE CQPloboﬁoc’ﬂ\o

FEDERAL DE SAO CARLOS asil
uf3es

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo Genético de Doencas Renais Raras: Sindrome de Bartter e Sindrome Unha-
patela.

Pesquisador: AMELIA TRINDADE

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 81191617.3.0000.5504

Instituigdo Proponente: Universidade Federal de Sdo Carlos/UFSCar
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.550.807

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de projeto de estudo observacional, transversal no qual serdo analisadas amostras de sangue de
criancas e adolescentes portadores de

doencas renais hereditarias e raras. Como existem dezenas de doengas renais hereditarias, optou-se por
eleger as tubulopatias devido ao fato de

existirem poucos centros no Brasil que se dedicam ao estudo genético destas patologias. Inicialmente sera
estudada a sindrome de Bartter pela

gravidade da apresentacéo clinica e para continuar estudo iniciado no exterior sobre mutacdes genéticas
presentes nesta tubulopatia. Outra

patologia que sera estudada € a sindrome unha-patela pela associagao frequente com insuficiéncia renal
crénica e pelo fato de praticamente nao ser

estudada na populagéo pediatrica brasileira.
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Serao convidados centros de assisténcia médica locais, regionais e nacionais para o envio de amostras de
pacientes até 21 anos com suspeita

diagnostica das duas patologias citadas, e ao mesmo tempo sera realizado levantamento das demandas
para a inclusdo de novas patologias a

serem estudas no projeto. As amostras de sangue dos pacientes e genitores serdo submetidas a analise
genéticas na busca de mutagdes, desde a

presenca de SNPs, inser¢des ou delegdes nos genes. Serdo comparados com resultados internacionais em
programas especificos, e sera realizado

mapeamento genético dos sujeitos estudados.

Nesta primeira etapa serdo analisadas amostras de sangue de 40 pacientes e 80 genitores (pai e mae) no
laboratério de Bioquimica e Genética

aplicada do Departamento de Genética do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Sdo Carlos. Os fragmentos de

DNA serao amplificados pela técnica de reagdo em cadeia de polimerase (PCR) de acordo com a
especificidade de cada gene, que serdo sequenciados e analisados utilizando ferramentas especificas.
Como resultado se espera ter a confirmagao diagnostica pelas analises genéticas das suspeitas clinicas,
identificacdo das mutagdes mais frequentes

entre os sujeitos estudados, mapeamento das alteragdes genéticas encontradas, criagéo de centro de apoio
técnico-cientifico para os centros que

assistem aos pacientes com doenca renal rara, e ampliagdo do conhecimento sobre as patologias
estudadas.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario:
Realizar estudo genético para identificacdo de mutagdes associadas a doengas renais raras, inicialmente,
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sindrome de Bartter e sindrome unha-patela, e aos poucos serdo incluidas outras patologias renais rara de
acordo com a demanda local, regional e nacional.

Objetivo Secundario:

Criar servico de pesquisa em genética e de apoio clinico a pacientes portadores de doengas renais raras;
auxiliar no estudo diagnéstico de doengas

renais raras;formar profissionais em estudo de genética de doencas renais raras; difundir o conhecimento
sobre as doengas renais raras, dentre elas

sindrome de Bartter e Sindrome Unha-Patela; criar vinculo com centros de exceléncia através de
intercambio técnico-cientifico com pesquisadores

nacionais e intemacionais que estudam doencas renais raras, em especial com as equipes da rede
espanhola RenalTube.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Havera coleta de sangue, que tem risco baixo. Para minimiza-lo a coleta sera realizada em ambiente
confortavel e privativo por profissional

habilitado em uma veia do brago usando luvas, mascara, agulha e seringa descartaveis, apés serem
tomados todos os cuidados de antissepsia

preconizados para este tipo de procedimento. Em alguns casos podera surgir nas primeiras horas, no local
da pungdo, um hematoma ou pequeno

desconforto que devera desaparecer em no maximo 3 a 4 dias. Algumas pessoas poderdo sentir tonteira
durante ou apés o procedimento. Sera

coletado o minimo necessario de amostra de sangue e serdo orientados a permanecerem sentados durante
alguns minutos até que se sintam

confortaveis para levantar.

Beneficios:

Para o paciente: confirmacgao diagnostica que facilita o manejo do pacientes.Para equipe médica

Enderegco: WASHINGTON LUIZ KM 235

Bairro: JARDIM GUANABARA CEP: 13.565-905
UF: SP Municipio: SAO CARLOS
Telefone: (16)3351-9683 E-mail: cephumanos@ufscar.br

Pagina 03 de 06



UFSCAR - UNIVERSIDADE GQMW

FEDERAL DE SAO CARLOS asil
uf3on

Continuagéo do Parecer: 2.550.807

assistente:

maior seguranga apos a confirmagao

diagnéstica podendo escolher o melhor tratamento para o paciente. Para a ciéncia: ampliagdo do
conhecimento sobre as implicagdes das

alteracdes genéticas encontradas sobre o funcionamento do sistema urinario e do corpo como um todo.
- Os riscos e beneficios foram descritos pelo pesquisador (a) e pode-se aferir que os beneficios indiretos

citados suplantam os riscos de participagdo na pesquisa.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
- O projeto de pesquisa é pertinente e tem carater cientifico.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
-A folha de rosto confere com o titulo do projeto de pesquisa e apresenta a assinatura do pesquisador
responsavel e do responsavel pela instituigdo conforme a resolugédo 466/12 do CNS/MS.

Recomendacoes:
Sem novas recomendacgdes

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

A pesquisadora reformulou os pontos pendentes apontados pelo parecer anterior e esclareceu as duvidas
do CEP-UFSCAR. Pode-se considerar que o projeto atende a resolugédo 466/12 e segue os preceitos éticos
estabelecidos pelos érgados competentes.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 05/02/2018 Aceito
do Projeto ROJETO_1050928.pdf 22:40:19
Outros carta_resposta.doc 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

22:37:42
TCLE / Termos de |TCLE_S_UNHAPATELA pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito
Assentimento / 20:34:06
Justificativa de
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Rpran o™

Auséncia TCLE_S_UNHAPATELA pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito
20:34:06

Projeto Detalhado / | projeto_pesquisa_renaisraras.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Brochura 11:36:45

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_tubulopatias.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Assentimento / 11:34:44

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE_BARTTER.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Assentimento / 11:33:59

Justificativa de

|Auséncia

TCLE / Termos de |TALE_UNHAPATELA.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Assentimento / 11:33:32

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE_tubulopatias.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Assentimento / 11:33:00

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TALE_SBartter.pdf 05/02/2018 |AMELIA TRINDADE | Aceito

Assentimento / 11:31:21

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folha_rosto_AT .pdf 12/12/2017 |AMELIA TRINDADE | Aceito
23:04:47

Outros DADOS_CLINICOS.pdf 10/12/2017 |AMELIA TRINDADE | Aceito
23:55:52

Outros GEL_DE_AGAROSE_ELETROFORESE| 10/12/2017 |AMELIA TRINDADE | Aceito

.pdf 23:54:54

Outros EXTRACAO_DNA_FTA. pdf 10/12/2017 |AMELIA TRINDADE | Aceito
23:54:21

Outros TRANSPORTE_AMOSTRA.pdf 10/12/2017 |AMELIA TRINDADE | Aceito
23:53:26

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao
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SAO CARLOS, 19 de Margo de 2018

Assinado por:
Priscilla Hortense

(Coordenador)
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ANEXO F — Artigo aceito para publicagao

BIOMEDICAL REPORTS 00: BR-15036-308331, 0000

Description of the novel variant ¢.784delG;p. (Ala262Profs*68) at
BSND gene and its association with Bartter Syndrome Type Iva

JESSICA HILARIO BONOMO!, LIVIA CLAUDIO DE OLIVEIRA2, MARIA DO CARMO SORCI DIAS SCHER?,
ANDERSON FERREIRA DA CUNHA'™ and AMELIA TRINDADEY

'Laboramry of Biochemistry and Applied Genetics, Department of Genetics and Evolution, Center for Biological and Health Sciences,

Federal University of Sdo Carlos, Sdo Carlos, Sdo Paulo 13565-905, Brazil; 2Unit of Ambulatory Pediatrics, University Hospital of

Brasilia, University of Brasilia, Brasilia 70840-901, Brazil; *Medicine course, University Center of Brasilia (UniCEUB),

Brasilia 70790-075, Brazil; 4Depanmf:nt of Medicine, Center for Biological and Health Sciences, Federal University of
Sao Carlos, Sio Carlos, Sdo Paulo, 13565-905, Brazil

DOI: 10.3892/br_xxXXXXXX

Abstract. Bartter syndrome (BS) is a group of diseases caused
by variants in genes related to salt reabsorption in the thick
ascending limb of the loop of Henle. It causes dysregulation
in salt homeostasis and is characterized by hyperplasia and
hypertrophy of the juxtaglomerular apparatus, hyperaldo-
steronism, hypokalemic alkalosis and impaired growth and
development. BS type IVa is caused by variants in BSND,
which encodes Barttin, a subunit for chloride channels (CLC).
This specific subtype also causes sensorineural deafness due
to its impact on CLC-kidney a (Ka), a channel important for
the production of endolymph in the inner ear. In the present
study, the case of a Brazilian girl diagnosed with BS Iva was
presented, whose molecular diagnosis revealed a novel variant,
¢.784delG:p.(Ala262Profs*68), compound heterozygous with
¢.139G>A;p.Gly47Arg. This novel variant appears to be the
first BS IVa causing variant described in exon 4, which encodes
for the later part of the cytoplasmatic C-terminal unstructured
tail. In silico analysis of this variant predicted the resulting
frameshift as disease causing, due to alteration in significant
portion of the protein. While the authors suggest this variant
may cause erroneous membrane sorting of the CLC type chan-
nels, further studies are necessary to elucidate the mechanism.

Correspondence to: Mrs. Jéssica Hilirio Bonomo, Laboratory
of Biochemistry and Applied Genetics, Department of Genetics
and Evolution, Center for Biological and Health Sciences, Federal
University of Sao Carlos, Washington Luis, Km 235, Sdo Carlos, Sdo
Paulo 13565-905, Brazil

E-mail: jessica.hbonomo@gmail.com
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Key words: genetic disorder, molecular diagnosis, membrane

channel, ion transport, renal dysfunction, hearing impairment, inner
ear function

Introduction

Bartter syndrome (BS) is a rare autosomal recessive disease
caused by pathogenic variants in the genes coding for proteins
related to salt transport and regulation in the thick ascending
limb of Henle's loop in the nephrons. It was first described
in 1962, characterized by hyperplasia and hypertrophy of
the juxtaglomerular apparatus, hyperaldosteronism and
hypokalemic alkalosis, associated with impaired growth and
development (1,2). Later studies divided BS into classic, as
described by Bartter et @/ (1), and antenatal (3). Both types
were further divided into subtypes, according to the affected
gene: SLCI2A[ (antenatal, type 1) (4-6), KNJI (antenatal,
type II) (7.8), CLCNKB (classic, type III) (9,10), BSND
or CLCNKA and CLCNKRB at the same time (antenatal,
type IV) (11-14).

BS type IVa (OMIM 602522) is used to refer to BS
type 1V caused by variants in the gene BSND. BS type IV
usually presents with severe clinical manifestations and is
the only subtype which incurs sensorineural deafness. It is
typically presented by premature birth, polyhydramnios,
hyper-PGE2, severe hypokalemic hypochloremic metabolic
alkalosis, iso- or hyposthenuria, and previously mentioned
sensorineural deafness (12,15-18). The BSND gene, located
in 1p32.3, is composed of 4 exons, and encodes for Barttin,
the B-subunit of chloride channel (CLC)-kidney a (Ka) and
CLC-Kb channels. These largely similar channels are part of
the CLC family of voltage-gated chloride channels and were
named after appearing to be two different channels of this
family that were kidney-specific (chloride channel-kidney;
letters ‘a’ and ‘b’ being used solely to differentiate the two).
Further studies demonstrated that they are expressed in baso-
lateral membranes of renal tubules, in the thick ascending
limb of Henle's loop, and also the stria vascularis of the inner
ear (11,19-21).

Barttin is composed of 320 amino acids: A short
N-terminus (aal-8) which affects CLC-K trafficking
and activation, two transmembrane helices (aa9-26 and
aa35-54), an extracellular linker between them (aa27-34),
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