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“Toda mulher é educada para ter filhos perfeitos, lindos e maravilhosos. Nunca
estamos preparadas para lidar com o diferente e a diversidade das pessoas. Mas com
o0 tempo aprendi muito com a frase: ‘As qualidades superam qualquer defeito das
pessoas’. Quando descobri que tinha uma filha diferente me desesperei, tinha
sonhado em ter uma filha doutora, modelo e perfeita. Hoje vejo que atingi meus
objetivos. Minha filha é doutora em licdo de vida, modelo em dignidade e perfeita em

tudo.”

Depoimento de uma méae de uma paciente com sindrome de Williams (retirado do web
site  oficial da  Associagdo Brasileira da  Sindrome de  Williams,

http://www.swbrasil.org.br).
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Resumo

Deficiéncia intelectual (DI) € sinal manifesto de mais de 2.000 condi¢gBes clinicas
diferentes e estd presente em 5% da populacdo. Por se tratar de um grupo
heterogéneo de condicbes clinicas, com fatores causais distintos e simultaneamente
envolvidos, cerca de 50% dos pacientes com DI ndo tém sua etiologia definida. Entre
as possiveis causas de DI estdo as microdelecbes cromossdmicas, situacdes nas
quais ha perda de um fragmento de até 5Mb do genoma, implicando na
haploinsuficiéncia de um ou multiplos genes. O objetivo desse trabalho foi padronizar
testes genéticos fundamentados na técnica de MLPA (Amplificacdo de Mdltiplas
Sondas dependentes de Ligacdo) para investigar a presenca de sindromes de
microdelecdo em uma amostra de pacientes com DI idiopatica ou com hipétese
diagnoéstica ainda ndo confirmada por teste genético molecular. O kit de MLPA
utilizado (SALSA® MLPA® P064-B2 MR1) detectava, simultaneamente, 11 sindromes
de microdelecdo: delecdo 1p36, Sotos, Miller-Dieker, delecdo 22ql11.2, Saethre-
Chotzen, Prader-Willi, Angelman, Williams, Alagille, Smith-Magenis e Canavan. Foram
selecionados clinicamente 57 pacientes com DI e dismorfias faciais, com cariétipo
convencional e exame de imagem de encéfalo normais. A presenca de microdelecdo
foi identificada em 4 pacientes (7%), tendo sido detectados 3 pacientes com sindrome
de Williams e 1 com delecao 22q11.2. Os resultados reforgcam a utilidade da técnica de
MLPA na investigagao etiolégica da DI, ajudando no manejo clinico dos pacientes e no

aconselhamento genético familiar.

Palavras-chave: Sindromes de microdelecdo. Deficiéncia intelectual. Diagndstico.
Biologia molecular. Amplificacdo de Mdultiplas Sondas dependentes de Ligacao
(MLPA).
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Abstract

Intellectual disability (ID) is manifest sign of more than 2,000 different clinical conditions
and is present in 5% of the population. Because it is a heterogeneous group of clinical
conditions, with different causal factors and simultaneously involved, about 50% of
patients with ID have no defined etiology. Chromosomal microdeletions, situations in
which there is loss of a fragment of up to 5Mb of the genome resulting in
haploinsufficiency of one or multiple genes, are one of the possible causes of ID. The
aim of this study was to standardize genetic testing with the technique of MLPA
(Multiplex Ligation Probe Amplification) to investigate the presence of microdeletion
syndromes in a sample of patients with idiopathic DI or with diagnosis not yet
confirmed by molecular genetic testing. The MLPA kit used (SALSA® MLPA® P064-B2
MR1) detected, at the same time, 11 microdeletion syndromes: 1p36 deletion, Sotos,
Miller-Dieker, 22g11.2 deletion, Saethre-Chotzen, Prader-Willi, Angelman, Williams,
Alagille, Smith-Magenis and Canavan. We selected 57 patients with idiopathic ID and
facial dysmorphias, with normal conventional karyotyping and normal brain imaging
studies. The presence of microdeletion was identified in 4 patients (7%), 3 patients had
Williams syndrome and 1 had 22q11.2 deletion. The results reinforce the usefulness of
MLPA in the etiologic research of ID, helping in the clinical management and familial

genetic counseling.

Key words: Microdeletion syndromes. Intellectual disability. Diagnosis. Molecular

Biology. Multiplex Ligation Probe Amplification (MLPA).
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1. Introducao

1.1. Deficiéncia intelectual

Deficiéncia intelectual (DI)! é definida como sendo o resultado do
funcionamento intelectual significativamente inferior a média, que aparece antes dos
18 anos de idade e € acompanhado de limitagdes importantes no funcionamento
adaptativo. O funcionamento intelectual € objetivamente avaliado por meio de testes
psicométricos de inteligéncia, conhecidos como testes de Quoeficiente de Inteligéncia
(QD. A inteligéncia é concebida como a capacidade geral, que inclui raciocinio,
planejamento, solucdo de problemas, pensamento abstrato, compreensao de ideias
complexas, aprendizagem por meio da experiéncia e rapidez de aprendizagem. As
pontuacdes nos testes de QI tém distribuicdo Gaussiana e como ponto de definicdo de
anormalidade se estabelece duas unidades de desvio-padrdo abaixo da média dos
resultados obtidos para a populacdo considerada. Na préatica, como ndo existem
estudos de QI para todas as populagdes, considera-se, normalmente, o valor 70 como
limite inferior de normalidade®. O comportamento adaptativo, por sua vez, é definido
como o conjunto de habilidades conceituais, sociais e préaticas adquiridas pela pessoa
para corresponder as demandas da vida cotidiana. Essas habilidades podem ser
divididas em areas como: comunicac¢ao, autocuidados, vida doméstica, habilidades
sociais/interpessoais, uso de recursos comunitarios, autossuficiéncia, habilidades

académicas, trabalho, lazer, saude e seguranca. Limitacbes nessas habilidades

podem prejudicar a pessoa nas relagdes com o ambiente e dificultar seu convivio no

' Na lingua inglesa, a expressao “mental retardation” era usada para designar o que, em portugués, se
traduz como “deficiéncia mental”. Contudo, em 2010, a American Association on Intellectual and
Developmental Disabilities (AAIDD), que até 2007 se chamava American Association on Mental
Retardation (AAMR) propds o uso da expresséao “intellectual disability” no lugar de “mental retardation”.
Em portugués, “intellectual disability” tem sido traduzido como “deficiéncia intelectual”. A nova
nomenclatura é apontada como mais adequada pelas proprias pessoas com deficiéncia e por aqueles que
advogam por elas, que consideram a expressdo “mental retardation” como pejorativa.

2 Este valor foi proposto inicialmente por Pearson, em 1931, a partir do estudo de criangas normais e de

deficientes intelectuais de Estocolmo. Posteriormente, varias outras curvas de QI publicadas mostraram
valores semelhantes.
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dia a dia. Idealmente, deficiéncia intelectual € um diagndstico clinico presumivel a
partir dos 5 anos, quando é possivel mensurar a inteligéncia por meio de testes de QI.
Em criancas menores, pode-se falar em atraso no desenvolvimento neuropsicomotor
(ADNPM) que pode ou nao evoluir para DI (Schalock et al., 2010).

A DI pode ser classificada em leve, moderada, severa e profunda. A DI leve é
caracterizada por QI entre 51 e 70, nivel cognitivo, segundo Piaget, no periodo das
operacBes concretas e idade mental correspondente a 7-12 anos. A DI moderada é
caracterizada por QI entre 36 a 50, nivel cognitivo, segundo Piaget, no periodo pré-
operativo e idade mental correspondente a 2-7 anos. DI severa e profunda sdo
igualmente caracterizadas como tendo nivel cognitivo, segundo Piaget, no periodo
sensoério-motriz e idade mental correspondente a 0-2 anos; a diferenga entre os dois
graus € que na DI severa o QI estd compreendido entre 21 e 35, enquanto na DI
profunda o QI é inferior a 20 (Moog, 2005).

Na préatica, muitas vezes € mais facil utilizar como referéncia para avaliar o
grau da DI, caracteristicas relacionadas ao funcionamento adaptativo do individuo
junto a comunidade. Assim, a DI leve é caracterizada clinicamente, principalmente em
pacientes que ndo se beneficiam da instrucdo que recebem para um maior
desempenho na sua vida académica e laboral, que tém falhas nos processos de
conceituacao abstrata e atengdo oscilante, mas tém autonomia nas atividades da vida
diéria (alimentar-se, realizar medidas de cuidado e higiene pessoal, deslocar-se dentro
e fora do domicilio e tomar decisdes). Pacientes com DI moderada caracterizam-se
por possuir falhas importantes de atencdo, fluxo lento de ideias, pobreza de
associac0Oes, dificuldade para realizar abstragdo e sintese, comportamento variavel
(ora docil, ora turbulento), erros perceptivos, falhas na coordenacdo motora e semi-
dependéncia nas atividades da vida diaria. Pacientes com DI severa tém déficit
significativo na comunicacdo (que pode ser realizada através de palavras simples),

atraso acentuado no desenvolvimento psicomotor, alteracdo acentuada no padréo de

14



marcha (dispraxia) e necessitam de rigorosa superviséo para realizar medidas simples
de autocuidado. Pacientes com DI profunda tém grave atraso na fala e linguagem
(com comunicacdo eventual por meio de fala esterecotipada e rudimentar), retardo
psicomotor com grave restricdo de mobilidade (incapacidade motora para locomogé&o),
frequentemente apresentam comportamento de automutilacdo e sdo incapazes de
atender as suas necessidades béasicas autonomamente (Van Schrojenstein Lantman-
de Valk e Walsh, 2008; Katz e Lazcano-Ponce, 2008).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 10% da populacédo de
gualquer pais em tempo de paz € portadora de algum tipo de deficiéncia (intelectual,
fisica, auditiva ou visual), da qual 5% € portadora de DI (OMS, 1986). Dimensionar o
problema da DI no Brasil, tanto em termos qualitativos quanto quantitativos, € muito
dificil. As informacdes do Censo Demogréafico de 2000 apontavam a existéncia de 2,8
milhdes de pessoas com DI no pais (Brasil, IBGE, 2003). Dados do Censo de 2010
indicam que 23,9% da populagéo brasileira (45.623.910 individuos) sé&o portadores de
alguma deficiéncia (auditiva, motora, visual e/ou mental) sendo que 5,7% dos
deficientes e 1,4% da populacao total (2.617.025 individuos) foram declarados como
possuidores de algum grau de DI (Brasil, IBGE, 2011).

Do ponto de vista clinico, a DI pode ser considerada um sinal/sintoma de mais
de 2.000 condicBes diferentes, incluindo-se aqui muitas doencas genéticas (algumas
muito raras). Em funcdo da complexidade que envolve o cuidado integral a saude do
individuo com DI, o trabalho em equipe interdisciplinar comprometendo profissionais
da 4rea da saude e da educacéo, € fundamental para a eficacia no tratamento e deve
incluir medidas de promocédo, prevencdo e reabilitacdo (Brasil, Ministério da Acao
Social, 1994).

A identificacdo do fator etiolégico da DI é um dos aspectos importantes na
atencao a saude dos individuos afetados, pois pode ajudar no manejo do paciente e

no aconselhamento genético. Para a equipe de saude que realiza o0 acompanhamento
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do paciente, o conhecimento do possivel prognéstico da doenca possibilita a
realizacdo de medidas antecipatérias de cuidado clinico especificas, evitando ou
adiando certos problemas de saude, promovendo a prevencao terciaria e facilitando a
reabilitacdo (Katz e Lazcano-Ponce, 2008). Além disso, um diagndstico etiolégico
correto permite o estabelecimento do risco de recorréncia e a realizacdo do
aconselhamento genético junto a familia do paciente (Pina-Neto, 2008).

Para o esclarecimento da etiologia da DI e o adequado manejo da situagao,
estes pacientes precisam ser avaliados por profissionais de salde capacitados e
devem ter acesso aos servicos de complementacdo diagndstica necessarios. E
imprescindivel salientar que pessoas com deficiéncia intelectual constituem um grupo
heterogéneo, que reine em uma mesma condi¢cdo clinica, individuos com Varios
problemas de saude. Por conseguinte, as acdes de salde voltadas para esse
segmento, tém que considerar um mosaico de diferentes necessidades individuais e
familiares. Evidentemente, tal perspectiva esta condicionada a alocacdo de recursos
(humanos e fisicos), o que exige reflexdes e debates visando a fundamentacdo e
planejamento de politicas publicas no setor (Bernardes et al., 2009). Em levantamento
sobre a evolucdo das despesas federais com cuidados a pacientes com problemas
mentais entre 2001 e 2009, foi verificado que o investimento aumentou 51,3% neste
periodo, porém ha um longo caminho a ser percorrido para que 0s programas de
saude oferecidos sejam satisfatérios (Gongalves et al., 2012). Segundo Horovitz et al.,
2006, menos de 30% da demanda assistencial em genética clinica € absorvida pelos
servigos vinculados ao Sistema Unico de Saude (SUS).

O SUS é o sistema de saude publico brasileiro, criado pela constituicao
federal de 1988, tendo por finalidade beneficiar os brasileiros, para que tenham um
atendimento de qualidade e resolucéo de seus problemas de salde. Os servicos de
saude vinculados ao SUS devem se desenvolver com ampla participacdo comunitéria

e recursos alocados pelos governos municipal, estadual e federal. E regido por
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principios ideoldgicos: universalidade, integralidade e equidade; e organizacionais:
hierarquizacdo, descentralizacdo, regionalizacao e participacdo popular (Paim, 2009).

Em 2002, o Ministério da Saude, por meio da Portaria n® 1.060/02, instituiu a
Politica Nacional de Atencdo a Saude da Pessoa com Deficiéncia, que visa ampliar e
fortalecer o acesso a informacao e aos bens e servicos, disponibilizados no SUS, para
cidad&os com DI (Brasil. Ministério da Saude, 2002). Em 2009, o Ministério da Saude,
por meio da Portaria n°® 81/09, instituiu a Politica Nacional de Atencdo Integral em
Genética Clinica, cujos objetivos sdo: (1) organizar uma linha de cuidados integrais,
que compreenda promocdo, prevencdo, tratamento e reabilitacdo de pacientes,
perpassando todos os niveis de atencdo a saude com atuacdo profissional
interdisciplinar; (2) possibilitar a identificacdo dos determinantes e condicionantes dos
principais problemas de saude relacionados a anomalias congénitas e doencas
genéticas, de forma a fornecer subsidios para agfes e politicas publicas sem prejuizo
da participacao social; (3) definir critérios minimos e monitoramento dos servigos que
realizam procedimentos e técnicas em genética clinica; (4) incentivar projetos e
pesquisas que avaliem a questdo de custos, efetividade, qualidade e possibilidade de
incorporacdo de tecnologias na area genética; e (5) promover educacdo continuada
dos profissionais da saude envolvidos na implementacao da Politica (Brasil. Ministério
da Saude, 2009a).

Estas duas Portarias sdo consideradas marcos politicos importantes acerca
da questdo do atendimento de pessoas com DI no ambito do SUS. Mas, o
estabelecimento e a implantacdo das suas diretrizes, na prética, € um processo em
construcdo. Atualmente, tais iniciativas ndo asseguram que, de fato, os deficientes
estejam protegidos. Vive-se, na genética médica, uma fase de grandes avancos
técnicos e cientificos, mas de pouca énfase no cuidado clinico integral das pessoas
afetadas. S&o necessérias ferramentas de acdo social mais equanimes e justas no

setor da assisténcia a salude das pessoas com doencas genéticas e DI no pais.
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1.2. Etiologia da DI e as microdelecbes

A deficiéncia intelectual € uma condi¢do complexa. Seu diagnostico envolve a
compreensdo da acdo combinada de quatro grupos de fatores etioldgicos: biomédicos,
comportamentais, sociais e educacionais (Carvalho e Maciel, 2003). Esses fatores
etiolégicos podem ser ainda subdivididos em pré-natais, perinatais e poés-natais
(Basel-Vanagaite, 2008). Entretanto, muitas vezes, o reconhecimento etiolégico da DI
em um paciente especifico € dificil, por se tratar de um grupo de condicBes clinicas
com fatores distintos, simultaneamente envolvidos (dificultando, inclusive, a
determinagdo de quais sdo os primarios e os secundarios que corroboram com a
deficiéncia) (Lao Villadéniga, 2001).

O diagnostico etiolégico da DI é feito, geralmente, em menos da metade dos
individuos afetados (Curry et al., 1997; Battaglia e Carey, 2003; Van Karnebeek et al.,
2005a). As frequéncias das categorias de diagnostico sdo muito variaveis: 18,6 a
44,5% dos casos tém etiologia ambiental e em 17,4 a 47,1% fatores genéticos estédo
envolvidos (Stevenson et al., 1996; Hunter, 2000; Stramme, 2000; Van Karnebeek et
al., 2005b). Essas variacbes podem ser explicadas em funcdo de diferencas nas
amostras estudadas em relacdo aos critérios de selecdo dos pacientes, do grau da DI,
dos protocolos de estudos e dos avancgos diagnosticos ao longo do tempo (Shevell et
al., 2000; Van Karnebeek et al., 2005a).

Em geral, entre os fatores ambientais associados a DI estd a exposicdo a
agentes teratogénicos, tais como alcool e outras drogas, hipertermia, radiagéo,
infeccbes como rubéola, toxoplasmose, sifilis e citomegalovirose. Também se
destacam a falta de assisténcia médica adequada durante gestacdo e parto,
complicacbes peri e neonatais, como trabalho de parto prolongado, hipdxia,
prematuridade e convulsdes, privacdo sociocultural, desnutricdo protéico-calérica,

traumatismos cranianos, infeccbes do sistema nervoso central ou mesmo a
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combinacédo de diversos desses fatores (Yeargin-Allsopp et al., 1997; Winnepenninckx
et al., 2003; Muhle et al., 2004).

As causas genéticas mais comuns de DI sdo as alteracbes cromossémicas,
responsaveis por cerca de 15% de todos os casos (Rauch et al., 2006). Curry et al.
(1997), em revisdo sistematica de nove artigos®, encontraram frequéncia de 4% a 28%
de alteragBes cromossbmicas (numéricas e estruturais) como causa de DI. Em
abrangente metandlise, na qual 219 artigos sobre investigacdo diagnostica de
pacientes com DI foram revisados, demonstrou-se que, em meédia, 9,5% dos
individuos com DI tém aberracdes cromossOmicas, e este numero sobe para 13,3%
gquando os pacientes estdo institucionalizados (Van Karnebeek, 2005b).

A sindrome de Down ou trissomia do cromossomo 21 é o mais frequente e
conhecido dos distarbios cromossdmicos e a causa genética mais comum de DI. Foi
descrita clinicamente pela primeira vez em 1866, por Sir John Langdon Down, porém
sua origem genética so foi estabelecida em 1959 por Lejeune e colaboradores. Ocorre
em cerca de 1:600 a 1:1000 neonatos, de ambos 0s sexos e em todas as etnias,
regibes geograficas e classes sociais. Em cerca de 95% dos pacientes é determinada
por trissomia livre do cromossomo 21; aproximadamente 4% apresentam uma
translocacdo Robertsoniana entre o braco longo do cromossomo 21 e o de um dos
outros cromossomos acrocéntricos (geralmente o 14); uma pequena porcentagem de
pacientes apresenta mosaicismo, com uma linhagem célula trissémica e outra normal
(Turleau e Vekemans, 2010). Outras alteragcdes cromossémicas numeéricas, como a
trissomia do cromossomo 18 (sindrome de Edwards) e a trissomia do cromossomo 13
(sindrome de Patau) sdo mais raras e tém progndstico pior, sendo que dificilmente
pacientes com estas alteracbes sobrevivem até os 5 anos de idade (Ruggieri e
Arberas, 2009; Anderlid e Bui, 2011). As grandes alteracBes cromossomicas

estruturais mais comumente associadas a DI sdo a delecdo do bragco curto do

3 Laxova et al., 1977; Opitz et al., 1982; Fryns et al., 1986, McQueen et al., 1986; Wellesley et al., 1991;
Schaefer e Bodensteiner, 1992; Majnemer e Shevell, 1995; Curry et al., 1996; Anderson et al., 1996.
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cromossomo 4 (sindrome de Wolf-Hirschhorn) e a delecdo do braco curto do
cromossomo 5 (sindrome de Cri-Du-Chat), ambas com incidéncia estimada em torno
de 1 para cada 50.000 recém-nascidos (Stramme, 2000).

Pequenas alteragbes cromossémicas estruturais envolvendo segmentos
menores que 5Mb sdo muito mais comuns, e ocorrem como resultado de quebras nas
fitas duplas de DNA reparadas erroneamente por meio das recombina¢cfes homadlogas
ndo alélicas (Non Allelic Homologous Recombination, NAHR) durante a fase S das
meioses | materna ou paterna (Lupski, 1998).

Condicao para que ocorra NAHR é que haja quebra cromossdmica e posterior
rearranjo fisico entre duas cadeias de DNA que possuem homologia suficiente entre
suas sequencias de base (normalmente, possuem pelo menos 100pb homdlogas) para
permitir o pareamento, embora as regides nao sejam alélicas (Shaffer e Lupski, 2000;
Lieber et al., 2010). As NAHR podem envolver segmentos de DNA de dois
cromossomos diferentes (ndo-homaologos), resultando em translocacfes (Figura 1); ou
podem ocorrer em cromossomos homalogos, envolvendo cromossomos diferentes de
um mesmo par (rearranjo intercromossémico), crométides diferentes de um mesmo
cromossomo (rearranjo intercromatide), ou uma mesma cromatide (rearranjo
intracrométide), resultando em dele¢Bes, duplicacdes, cromossomos marcadores e

invers@es (Figura 2) (Gu et al., 2008; Ou et al., 2011).
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Figura 1. Exemplos de NAHR mediadas por sequéncias genémicas repetitivas entre
cromossomos ndo-homologos |, resultando em diversos tipos de translocacfes (Ou
et al., 2011).
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Figura 2. Exemplos de NAHR mediadas por sequéncias genémicas repetitivas entre
cromossomos diferentes de um mesmo par (cromossomos homdlogos ) (A), entre
crométides diferentes de um mesmo cromossomo (B), e entre segmentos de uma
mesma cromatide (C e D), resultando em delecdes, duplicagcbes, formacdo de

cromossdmico em anel e inversdes (figura modificada de Colnaghi et al., 2011).

A maneira como 0 genoma humano estd organizado explica o aparecimento
de NAHR. Durante a evolugdo do genoma dos mamiferos e a especiagédo dos primatas
houve frequente duplicacdo de genes, segmentos génicos e grupos de genes
repetidos, que sdo chamados duplicons (ou low copy repeats, LCR), representando
trechos de DNA repetitivo, que habitualmente tém mais de 300kb e similaridade de

sequéncia superior a 90%, localizados preferencialmente proximos aos centrémeros e
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teldmeros. Pelo fato dessas sequéncias se constituirem em regibes com alta
similaridade, elas fornecem substrato e permitem que as NAHR néo sejam
reconhecidas como erro pela maquinaria celular (Gu et al., 2008; Ou et al., 2011).

As NAHR sdo um dos principais mecanismos de origem de doencas
genéticas, predominantemente, de sindromes de microdelecbes e microduplicacbes
cromossOmicas intersticiais (Shaw e Lupski 2004; Lupski e Stankewicz, 2005). As
microdelecdes e as microduplicacdes sdo frequentes e coletivamente tém incidéncia
superior a 1 em 1.000 recém-nascidos (Emanuel e Shaikh, 2001).

A maioria dos rearranjos submicroscopicos estd associada com as regides
pericentroméricas e subteloméricas dos cromossomos, provavelmente refletindo a
propenséo dessas regides de acumularem duplicons (Emanuel e Shaikh, 2001; Rooms
et al., 2005). Porém, existem regides do genoma humano onde o0s rearranjos sao mais
frequentes, sugerindo que as NAHR n&o acontecem de forma aleatéria. Por outro lado,
existem determinadas regides onde nunca houve relato de rearranjos, o que leva a
divida se essas regides sS40 menos propicias ou se envolvem genes que em
homozigose seriam incompativeis com a vida (Shaffer e Lupski, 2000). Além disso,
apesar das NAHR poderem causar varios tipos de rearranjos cromossémicos, as
dele¢bes causam um fendtipo mais severo e, por isso, S80 mais comumente
identificadas que as duplicagbes e inversdes (Ji et al., 2000).

Certos rearranjos ocorrem quase que exclusivamente na meiose paterna (por
exemplo, duplicacdo CMT1A e inversédo F8), enquanto outros acontecem igualmente
em meioses feminina e masculina, apesar de recombinacdes normais (recombinacdo
alélica ou crossing over) serem duas vezes mais frequentes na meiose | das mulheres
que dos homens. Alguns autores sugerem que a producdo continuada de
espermatogbnias a partir da puberdade é um fator de risco para recombinacao

homdloga anormal, ou seja, para NAHR, nos homens (Ji et al., 2000).
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A andlise citogenética por bandamento G convencional, com resolu¢do de
400-550 bandas, € o0 método padrdao de investigagdo de anormalidades
cromossdmicas, porém esta técnica ndo consegue detectar pequenas anomalias
estruturais, menores que 4Mb. Uma parcela consideravel dos pacientes com
malformacdes congénitas e deficiéncia intelectual possui alteracbes cromossémicas
pequenas, microdele¢cdes com tamanho entre 2 e 5Mb, ndo identificadas pelo cari6tipo
comum (Shaffer et al., 2007; Slavotinek, 2008).

As microdelecbes cromossdbmicas podem atingir apenas um ou uma
sequéncia de genes; neste ultimo caso, causam as chamadas sindromes de genes
contiguos. Algumas regides intersticiais do genoma humano sdo consideradas hot
spots para recombinagdes, como por exemplo, as regides 15912, 17p11.2, 7q11.23 e
22911.2, cujas delecbes levam as sindromes de Prader-Will/Angelman, Smith-
Magenis, Williams e Velocardiofacial/DiGeorge, respectivamente. Atualmente, mais de
30 sindromes de microdelecéo intersticial sdo conhecidas e elas tém em comum o fato
de cursarem com DI e malformac¢des ndo especificas. Embora, em alguns casos, o
diagnostico clinico destas sindromes possa ser suspeitado apenas pela anamnese e
exame dismorfologico (ou seja, a partir de dados clinicos), em muitos pacientes, 0s
sinais e sintomas ndo sao suficientes para se estabelecer o diagnéstico genético
especifico. O diagnostico genético é dificultado em funcdo da pléiade de sinais e
sintomas semelhantes entre diferentes sindromes (homologia fenotipica) e da
diversidade de quadro clinico de uma mesma sindrome (heterogeneidade fenotipica).
Nestes casos, a realizacao de um teste genético molecular pode auxiliar na elucidacéo
diagnostica do paciente. Ademais, mesmo em situacdes nas quais o diagndstico
genético é presumivel pela clinica, o teste genético permite uma melhor caracterizacao

etiologica, contribuindo para o aconselhamento genético (Schluth-Bolard et al., 2008).
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1.3. Sindromes de microdelecdo

1.3.1. Sindrome de dele¢éo 22q11.2 (sindrome de DiG eorge/Velocardiofacial)

A sindrome de DiGeorge (OMIM #188400) e a sindrome Velocardiofacial ou
de Shprintzen (#192430) foram inicialmente descritas como duas entidades clinicas
distintas, porém hoje se considera que ambas representam espectros fenotipicos de
uma mesma alteracéo genética, a microdelecao da regido 22g11.2 (Rosa et al., 2009).
Em um esfor¢co para unificar estas duas doencas relacionadas a delecdo 22q11.2,
Wilson et al. (1993) propuseram o acrdonimo CATCH22 (conotruncal heart defect,
abnormal face, T-cell deficiency, clefting, e hypocalcemia).

Essa condi¢do clinica se caracteriza por cardiopatia congénita, hipo ou
aplasia do timo e glandulas paratiredides (mais comum no fenétipo da sindrome de
DiGeorge), fenda do palato (mais comum no fenétipo da sindrome de Velocardiofacial)
e dismorfias faciais particulares. Em funcdo da hipo ou aplasia das glandulas
paratirebides, 0s recém-nascidos podem apresentar hipocalcemia no periodo
neonatal, manifestando tetania ou crises convulsivas. A alteracdo do timo ocasiona um
déficit imunolégico de células T, conferindo susceptibilidade a infec¢des. A cardiopatia
habitualmente consiste em interrupcdo do arco aortico, truncus arteriosus e/ou
tetralogia de Fallot, mas também pode ser observada miocardiopatia. As dismorfias
faciais incluem fenda palpebral obliqgua para cima ou para baixo, telecanto,
blefarofimose (fendas palpebrais curtas), nariz bulboso com raiz nasal alta e quadrada,
filtro nasolabial curto e boca relativamente pequena, micrognatia, orelhas baixo
implantadas e com sobredobramento de hélix (Figura 3). Nas criancas mais velhas
pode haver presenca de fala hipernasalada, associada ou ndo a fenda palatina
(aparente ou submucosa). Normalmente os pacientes apresentam baixa estatura que
varia de leve a moderada, ADNPM e dificuldade de aprendizagem, sendo que 50%

dos casos sao diagnosticados com DI. Uma variedade de transtornos psiquiatricos tem
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sido descritos em uma proporcdo de pacientes adultos, incluindo esquizofrenia
paranoide e depressdo maior (Kobrynski e Sullivan, 2007; Gothelf et al., 2007; Gothelf

et al., 2009).

Figura 3. Paciente com sindrome de delecao 22g11.2, com fenétipo tipico (Shprintzen,
2008).

Estudos demonstram que a maior parte dos casos da sindrome é causada
por NAHR intercromossémicos (Baumer et al., 1998). Em aproximadamente 10% dos
casos a delecdo ocorre devido ao pareamento entre as LCR de um mesmo
cromossomo 22, por NAHR intercromatides ou intracromatide (Shprintzen, 2005). A
regido cromossdmica correspondente possui trés LCR, o que faz com que a sindrome
possa ser causada por uma delecao de 1,5Mb ou 3,0Mb, levando a hemizigose de até

30 genes, entre eles o0 TBX1 e o COMT. Cerca de 85% dos pacientes apresentam
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uma delecdo de 3Mb, 7% apresentam uma delecdo de 1,5Mb e o restante possui
delecdes atipicas (Emanuel, 2008). A haploinsuficiéncia do gene TBX1 (que codifica a
proteina T-box 1, importante na formacdo de tecidos e oOrgdos durante a vida
embriondria através da regulacdo de varios genes) é responsavel por diversas
malformacdes: cardiopatias, fendas palatais, disfuncdo paratireoidiana com
consequente hipocalcemia, caracteristicas faciais e hipoplasia do timo; enquanto a
delecdo do gene COMT (catechol-O-methyltransferase) € provavelmente responsavel
pela DI, como resultado da deficiéncia na producdo de enzimas que participam do
metabolismo das catecolaminas (Kobrynski e Sullivan, 2007; Gothelf et al., 2009).

A prevaléncia estimada da sindrome de delecdo 22q11.2 é de 1:4.000 a
1:10.000 individuos (Schwinger et al., 2010), entretanto, a ocorréncia de novos casos
€ provavelmente subestimada pela escassez diagndstica e pela alta taxa de
mortalidade fetal e neonatal em decorréncia, principalmente, das altera¢des cardiacas,
da deficiéncia imunologica e da hipocalcemia (Rosa et al., 2009).

A maioria dos casos acontece por mutacdo de novo, onde o risco de
recorréncia € muito baixo, exceto pela possivel presenca de mosaicismo germinativo.
H& casos de transmissdo parental com heranca autossdmica dominante e risco de
recorréncia de 50%, no caso de um dos pais apresentar a microdelecdo o que faz com
gue frente a uma crianga com diagnoéstico de sindrome de delecdo 22q11.2 possa ser
necessario proceder com investigacao dos pais (Rosa et al., 2009). Carelle-Calmels et
al., 2009, realizaram um estudo nos progenitores de uma menina afetada e
descobriram que seu pai possuia um rearranjo em ambos os alelos, um deletado e um
duplicado, gerando uma situagdo de compensacdo genética com fenotipo normal.
Relatos na literatura propéem que dele¢cdes no cromossomo materno tém sido mais
frequentes, encontradas em aproximadamente 75% dos casos (Baumer et al., 1998).
Ha também relatos de pais com fenétipo da sindrome Velocardiofacial cujos filhos

apresentaram feno6tipo da sindrome de DiGeorge (Kobrynski e Sullivan, 2007).
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1.3.2. Sindrome de Williams

A sindrome de Williams ou Williams-Beuren (OMIM #194050) é causada pela
delecado hemizigética da regido 7g11.23. Habitualmente esta delecdo tem de 1,5Mb a
1,8Mb e leva a perda de cerca de 26 a 28 genes contiguos, entre eles os genes ELN
(da elastina) e o CLIP2 (cytoplasmic linker protein-2) (Bayes et al., 2003). A regido
gendmica envolvida na sindrome é flanqueada por trés blocos de LCR. A delecado da
regido do cromossomo 7 ocorre por causa de NARH intercromossémico em 66% dos
casos, enquanto 34% sao causadas por rearranjos intracromossémicos (Antonell et
al., 2006). A prevaléncia da sindrome na populacdo geral é estimada entre 1:7.000 a
1:20.000 individuos (Schubert, 2008).

Clinicamente, a sindrome de Williams se caracteriza pela associagcdo de
diversas malformacg@es, incluindo cardiopatia (geralmente estenose adrtica supra-
valvular), alteracdes da coluna (normalmente escoliose) e dismorfias faciais tipicas,
gue conferem a crianca uma face élfica ou de gnomo, como estrabismo convergente,
iris estrelada, nariz pequeno e com raiz baixa, ldbios grandes, dentes pequenos e
espacados, bochechas proeminentes e micrognatia (Figura 4 ). Nos primeiros anos de
vida pode-se verificar hipercalcemia transitoria, provocando vomitos, dificuldades de
alimentacdo e obstipagdo. Os pacientes apresentam ainda DI moderada,
hipersensibilidade ao som (hiperacusia) e alteracdes tipicas do comportamento
caracterizado por QI verbal maior que o cognitivo, alta sociabilidade com empatia por
pessoas, déficit de atencdo e hiperatividade (Meyer-Lindenberg et al., 2006; Pober,
2010). Demonstrou-se que o tamanho médio do cérebro de um individuo portador da
sindrome é menor em relacdo a um individuo saudavel, especialmente nos lobos
parietal e occipital, e no tronco cefélico, enquanto as estrutura limbicas, temporais e 0

cerebelo apresentam-se com tamanho relativamente conservado (Walter et al., 2009).
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Figura 4. Paciente com sindrome de Williams, com fenétipo tipico (Pober, 2010).

O gene ELN tem sido implicado nas malformacgfes cardiacas e esqueléticas
da sindrome; enquanto o gene CLIP2 parece ser o responsavel pelas alteracdes
neuroldgicas e comportamentais, uma vez que as proteinas citoplasmaticas de ligacéo
tém papel importante na interagdo entre organelas membranosas especificas e
microtubulos (Bayes et al., 2003).

Na maioria dos casos (95%) a sindrome de Williams ocorre em funcéo de
mutacfes de novo, mas em alguns casos a sindrome é herdada parentalmente,

obedecendo a um padréo de heranca autossémica dominante (Schubert, 2008).
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1.3.3. Sindrome de Smith-Magenis

A sindrome de Smith-Magenis (OMIM #182290) é uma desordem
multissistémica que cursa com ADNPM e evolui para DI moderada a severa com
comportamento autistico. Existem evidéncias de que as anormalidades no sistema
nervoso central e os distirbios comportamentais sdo resultado da inversdo dos
padrdes de secrecdo da melatonina, horménio que atua em processos regulatorios
fisioldgicos, mediando o ciclo circadiano pela percepcéo relacionada a claridade ou
escuridao com atividades de vigilia ou sono (Gropman et al., 2007). Habitualmente os
pacientes apresentam ainda obesidade, anomalias esqueléticas (braquicefalia e
braquidactilia), cardiopatias e dismorfias faciais como frontal amplo, fenda palpebral
obligua para cima, sinofre, labio superior proeminente em formato de arco e
prognatismo (Figura 5). Mais raramente podem estar presentes neuropatia periférica,
baixa estatura, déficit auditivo, anormalidades oculares, surdez e fenda palatina
(Girirajan et al., 2006; Gropman et al., 2006; Gropman et al., 2007). Contudo, o
fendtipo raramente é evidente antes da adolescéncia e, possivelmente, a maior parte
dos pacientes permanece sem diagnostico por toda a vida (Allanson et al., 1999).
Durante a adolescéncia acentuam-se o disturbio do sono e caracteristicas
comportamentais como onicotilomania e poliembolocoilomania (habito de comer e/ou
arrancar as unhas e de inserir objetos nos orificios do corpo) (Finucane et al., 2001). A
expectativa de vida pode ser alta, foram descritos casos de individuos com 88 anos de
idade (Smith et al., 2001).

A grande maioria dos casos (mais de 90%) € causada por uma microdelecéo
intersticial de cerca de 3,7Mb em 17pl11.2, compreendendo aproximadamente 20
genes e envolvendo a regido do gene RAIL (retinoic acid-induced 1). O restante &
causado por mutacdo pontual no gene RAIL (Elsea e Girirajan, 2008). A taxa estimada

de prevaléncia dessa sindrome € de 1:25.000 individuos (Andrieux et al., 2007);
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porém, Smith et al. (2005) acreditam que esta prevaléncia esteja subestimada e a taxa
real de prevaléncia possa chegar a 1:15.000 individuos.

A maior parte dos casos ocorre por mutacdo de novo, onde o risco de
recorréncia é menor que 1%. Os poucos casos de transmissdo parental ocorrem
gracas a possibilidade de mosaicismo germinativo, encontrados em 3 a 5% dos casos;

nesse caso a andlise genética dos progenitores é normal (Elsea e Girirajan, 2008).

Figura 5. Paciente com sindrome de Smith-Magenis, com fenétipo tipico (Allanson et
al., 1999).
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1.3.4. Sindrome de Miller-Dieker

A sindrome de Miller-Dieker (OMIM #247200) envolve a delecdo de genes
contiguos na regido 17pl13.3. Suas caracteristicas clinicas incluem DI severa com
lisencefalia (diminuicdo ou auséncia das circunvolugdes cerebrais), microcefalia ou
macrocefalia, malformac¢des cardiacas, retardo no crescimento pré e pdés-natal e
algumas dismorfias faciais discretas: frontal amplo com pele da glabela levemente
enrugada, fendas palpebrais obliquas para baixo e narinas antevertidas (Herman e
Siegel, 2008; Iglesias Escalera et al., 2009) (Figura 6 ).

A lisencefalia é decorrente de mutacdo no gene LIS1 (lissencephalyl gene).
As outras anomalias sdo consequéncias da delecao de genes adicionais, préximos ao
LIS1 (Cardoso et al., 2003; Matarese e Renaud, 2009).

A expectativa de vida é baixa, a morte pode ocorrer nos primeiros anos de
vida, porém tratamentos especificos tendem a aumentar a sobrevida dos pacientes
(Pilz, 2003).

Em sua maioria (cerca de 80%) a sindrome € causada por mutacéo
esporadica com baixo risco de recorréncia; o restante pode ocorrer quando um dos
pais é portador de uma translocacgéo equilibrada envolvendo o cromossomo 17, sendo
gue nesse caso ha um maior risco de recorréncia, geralmente por volta de 33%. Ha
casos em que a microdelecdo é acompanhada de um cromossomo 17 em anel, com

risco de recorréncia desconhecido (Dobyns e Das, 2009).
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Figura 6. Paciente com sindrome de Miller-Dieker, com fenétipo tipico (Cardoso et al.,
2003).
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1.3.5. Sindrome de Prader-Willi

A sindrome de Prader-Willi (OMIM #176270) envolve genes contiguos e, junto
com a sindrome de Angelman, representa o exemplo mais bem estudado do papel do
imprinting genémico na doenca humana. Tem incidéncia estimada de 1:25.000
individuos e caracteriza-se clinicamente por severa hipotonia e dificuldade de
alimentacg&o no periodo neonatal, que evolui com ADNPM. Por volta dos 2 a 5 anos os
pacientes comecam a apresentar hiperfagia e obesidade com possibilidade de
desenvolvimento de diabetes mellitus; além disso, apresentam maos e pés pequenos,
baixa estatura, alteracbes comportamentais (birras, teimosia, comportamento
manipulador e  caracteristicas = obsessivas  convulsivas), hipogonadismo
hipogonadotréfico com desenvolvimento incompleto do sistema reprodutor (causando
infertilidade em alguns casos), estrabismo, escoliose e DI moderada (Whittington e
Holland, 2010; Buiting, 2010) (Figura 7).

Aproximadamente 70% dos pacientes com sindrome de Prader-Willi possuem
uma microdelecédo na regido 15g11-q13 do cromossomo 15 herdado do pai, resultando
na delecdo da copia paterna do gene SNRPN (small nuclear ribonucleoprotein
polypeptide N - um gene “imprintado”) e de outros genes préximos. Aproximadamente
30% dos pacientes ndo possuem dele¢des citogeneticamente detectaveis, ao invés
disto, possuem dois cromossomos 15 citogeneticamente normais, ambos herdados da
mae, configurando uma situacdo de dissomia uniparental materna. Poucos pacientes
apresentam defeito no proprio centro de imprinting (Cassidy e Driscoll, 2009).

Nos casos de microdelecdo de novo no cromossomo paterno e de dissomia
uniparental materna o risco de recorréncia € menor que 1%, mas se houver uma
delecao no centro de imprinting e esta delecdo também estiver presente no pai o risco

de recorréncia para os irmdos do paciente aumenta para 50% (Ramsden et al., 2010).
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Figura 7. Paciente com sindrome de Prader-Willi, com fenétipo tipico (Turnpenny e
Ellard, 2011).
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1.3.6. Sindrome de Angelman

A sindrome de Angelman (OMIM #105830) € caracterizada clinicamente por
baixa estatura, DI severa, crises convulsivas de dificil controle, espasticidade, ataxia,
auséncia de fala, hiperatividade, risos imotivados, excitabilidade e microcefalia. Alguns
pacientes apresentam ainda hipopigmentacdo cutédnea e prognatismo mandibular
(Buggenhout e Fryns, 2009) (Figura 8).

Esta sindrome possui quatro mecanismos genéticos conhecidos: 70% dos
casos causados por microdelecdo na regido 15g11-q13 do cromossomo 15 herdado
da mée; 3% a 5% por dissomia uniparental paterna do cromossomo 15; 2% a 3% por
defeitos no centro de imprinting; e poucos casos por mutacdo no gene UE3BA, que
codifica a proteina ubiquitina-ligase e tem expressao preferencial materna especifica
no cérebro (notadamente em neurdnios e ndo em células gliais) (Dan, 2009).

A incidéncia estimada da sindrome é de 1:10.000 a 1:20.000 individuos.
Geralmente pacientes com microdele¢cdes tém um fendtipo mais severo que 0s
portadores de mutacdes pontuais no gene UE3BA, enquanto 0s que apresentam
dissomia uniparental possuem melhor desenvolvimento verbal (Cali et al., 2010).

Nos casos de microdelecdo de novo no cromossomo materno, dissomia
uniparental paterna e mutacdo nova em UBE3A, o risco de recorréncia para 0s irmaos
do paciente € menor que 1%; mas se houver dele¢do do centro de imprinting e esta
delecdo também estiver presente na mae ou no caso de uma mutacdo no gene

UBES3A herdada, o risco de recorréncia aumenta para 50% (Ramsden et al., 2010).
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Figura 8. Paciente com sindrome de Angelman, com fendtipo tipico (Turnpenny e
Ellard, 2011).
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1.3.7. Sindrome de delecédo 1p36

A sindrome da delecao 1p36 (OMIM #607872) é uma sindrome de genes
contiguos, cuja microdelecéo tem normalmente cerca de 2Mb a 3Mb. E relativamente
frequente, com incidéncia estimada em 1:5.000 nascimentos, consistindo na delecao
terminal mais comum encontrada em humanos. Clinicamente se caracteriza por
ADNPM que evolui para DI moderada a severa, déficit auditivo, convuls@es, defeitos
cardiacos, dificuldade de fala, dificuldade de locomocéo, disturbios de comportamento,
hipotonia, malformacdes renais, problemas oculares e alteragbes faciais, como
sobrancelhas retas, olhos fundos, hipoplasia de face média, queixo proeminente,
orelhas baixo implantadas e raiz nasal deprimida (Gajecka et al., 2007; Battaglia et al.,
2008). A presenca de obesidade e hiperfagia sdo caracteristicas clinicas que exigem
diagnostico diferencial com a sindrome de Prader-Willi (Tsuyusaki et al., 2010) (Figura

9).

Figura 9. Paciente com sindrome de delecdo 1p36, com fendtipo tipico (Battaglia et
al., 2008).
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Aproximadamente 52% dos individuos apresentam uma delecao terminal,
29% delecéo intersticial, 12% rearranjos complexos e 7% uma juncdo de sequéncias
terminais de um ou mais cromossomos a regido terminal de 1p36. A maioria dos casos
€ consequéncia de eventos aleatorios ocorridos em células germinativas ou durante a
fase inicial do desenvolvimento do embrido (Battaglia et al., 2008). Heilstedt et al.
(2003) determinaram em seu estudo que 60% dos casos de alteracdo genética de
novo séo de origem materna, enquanto as microdelecdes de origem paterna, embora
menos frequentes, costumam ser maiores (maiores que 5Mb), o que geralmente
provoca um prognéstico pior. Em estudo recente Gajecka et al. (2007) encontraram
portadores de pequenas dele¢cbes com grande variedade fenotipica, sugerindo que a
delecdo de genes proximos possa causar fenétipos mais graves ou modificar a

expressao das caracteristicas clinicas.
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1.3.8. Sindrome de Alagille

A sindrome de Alagille (OMIM #118450) € uma desordem multissistémica que
cursa com colestase intra-hepatica crénica em funcéo da escassez de ductos biliares,
evoluindo com ictericia e insuficiéncia hepatica. Os pacientes apresentam cardiopatia,
estenose pulmonar, displasia renal, anomalias esqueléticas e oculares,
hipogonadismo, DI, problemas digestivos, ma absor¢do de nutrientes,
hipercolesterolemia, e dismorfias faciais como frontal amplo, fendas palpebrais
obliquas para cima, hipertelorismo ocular, raiz nasal longa e queixo pontiagudo
(Hofmann et al., 2010) (Figura 10).

Em 94% dos casos a sindrome € causada por mutacBes (normalmente
delecdes) do gene JAG-1 (jagged 1), um gene de 36kb, localizado em 20p12, que tem
26 éxons e esta envolvido em processos de sinalizacdo entre células adjacentes,
principalmente durante o desenvolvimento embriondrio, e na manutencédo de tecidos e
células tronco em adultos. O gene JAG-1 codifica um ligante do receptor Notch,
responsavel pelo controle da diferenciacdo celular: quando ha a juncao do ligante com
0 seu receptor, a diferenciacdo na célula vizinha é inibida (Hofmann et al., 2010). A
sinalizacdo no receptor Notch é determinante na diferenciacdo de células precursoras
mesenquimais, o que interfere no desenvolvimento de diversos tecidos conectivos
como o tecido ésseo, o conjuntivo, o cartilaginoso e o hematopoiético. A baixa
expressao de Notch no tecido 6sseo provoca inibicdo do desenvolvimento e
diferenciacdo dos osteoblastos provocando grave osteopenia (Zanotti e Canalis,
2010). A progressiva escassez de ductos biliares em pacientes com a sindrome de
Alagille sugere a importancia do gene JAG-1 também na manutengdo dos ductos

durante o desenvolvimento pos-natal (Sparks et al., 2011; Zong et al., 2009).
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Figura 10. Paciente com sindrome de Alagille, com fenétipo tipico (Le Gloan et al.,
2008).

Alguns poucos pacientes com sindrome de Alagille (cerca de 6%) possuem
mutacdo no gene NOTCH2, localizado em 1p13-pll, envolvido no controle e
diferenciacdo de tipos celulares diferentes em muitos tecidos; nestes casos
normalmente as complicagfes renais e cardiacas sdo mais brandas (McElhinney et al.,
2002).

A frequéncia da sindrome é estimada em 1:70.000 nascimentos. Em relacéo
ao aconselhamento genético, aproximadamente 50% a 70% dos individuos afetados
com delecdo no gene JAG-1 apresentam uma mutacdo de novo, conferindo um risco
de recorréncia baixo para seus irméos. Os 50% a 30% pacientes restantes herdaram a
mutacdo de um dos pais, ja que a penetrancia € incompleta e a expressividade clinica

da sindrome muito variavel (Spinner et al., 2001).
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1.3.9. Sindrome de Saethre-Chotzen

A sindrome de Saethre-Chotzen (OMIM #101400) é uma sindrome de
craniossinostose, caracterizada por sinostose da sutura coronal uni ou bilateral e
dismorfias como implantacdo baixa de cabelo na fronte, assimetria facial, fendas
palpebrais obliquas para baixo, hipoplasia da face média, prognatismo mandibular,
displasia de orelhas e alteragbes oculares. No entanto, o quadro clinico pode ser muito
variavel e existem pacientes com fenétipo acentuado e sem craniossinostose (Clauser
et al., 2000) (Figura 11).

Esta sindrome é causada por mutagfes (normalmente dele¢cdes) no gene
TWIST1, localizado em 7p21. Poucos casos devem-se a mutacdo no gene TWISTNB,
que dista 592kb do gene TWIST1 (Bonaventure e El Ghouzzi, 2003, Woods et al.,
2009). O gene TWIST1 codifica uma proteina fator de transcricdo da familia helix-loop-
helix, expressa no periodo de embriogénese, e que tem sido relacionada com a
diferenciacdo de diversas linhagens celulares presentes em tecidos musculares,
cartilaginosos, 6sseos e nervosos (Funato et al., 2001, Funato et al., 2005).
Usualmente, os portadores da sindrome ndo apresentam DI ou déficit de
aprendizagem, essas caracteristicas costumam estar presentes em casos de delecdo
no cromossomo 7 provavelmente por causa da delecdo de outros genes adjacentes ao
TWIST1; as mutagdes estdo presentes em 64% a 80% dos casos (De Heer et al.,
2005), enquanto Cai et al. (2003) encontraram dele¢cdes cromossdémicas em
aproximadamente 11% dos casos.

Aproximadamente 1/3 dos casos da sindrome associados a alteracdes no
gene TWIST séo causados por mutagdes de novo; quando a sindrome é herdada de
um dos progenitores, o padrdo de heranca é autossbmico dominante com alta
penetrancia, onde um individuo portador tem 50% de chance de transmitir a alteracéo

para sua prole (Kress et al., 2006).
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Figura 11. Paciente com sindrome de Saethre-Chotzen, com fendtipo tipico (Woods et
al., 2009).
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1.3.10. Sindrome de Sotos

A sindrome de Sotos (OMIM #117550), conhecida também como sindrome do
gigantismo cerebral, € caracterizada pela triade macrossomia, macrocefalia e idade
Ossea adiantada; também cursa com hipotonia que evolui para DI leve a moderada,
ictericia neonatal, defeitos cardiacos e renais, e predisposicdo a tumores, em especial
a leucemia mieloide aguda (Figura 12). As caracteristicas fisicas incluem estrabismo
convergente, fenda palpebral obliqua para baixo, frontal amplo e queixo pontiagudo;
porém tendem a melhorar com o avanco da idade, dificultando a identificacdo de
adultos afetados (Melo et al., 2002).

Cerca de 60% dos pacientes tém uma muta¢do no gene NSD1, localizado em
5035, responsavel por mediar a atividade da enzima histona metiltransferase,
implicada na regulacéo da cromatina; aproximadamente 10% dos casos sdo causados
por microdele¢bes nesta regido; enquanto o restante (cerca de 30%) permanece sem
etiologia definida (Tatton-Brown et al., 2005). Existem variages de prevaléncia destas
etiologias em relacdo aos diferentes grupos populacionais, sendo que a etiologia mais
comum em japoneses é a microdelecdo, enquanto em pacientes ndo japoneses a
prevaléncia de mutacdes intragénicas € maior (Faravelli, 2005).

Pacientes portadores de mutacdes de ponto apresentaram crescimento e
maturacdo avancados e DI leve a moderada, enquanto portadores de microdelecbes
possuem os padrBes de crescimento mais atenuados e deficiéncia intelectual e
ADNPM mais graves além de caracteristicas autisticas (Rio et al., 2003).

A maior parte dos casos da sindrome surge de forma esporadica com risco de
recorréncia menor que 1%. O padrdo de heranca é autossémico dominante, sendo
gue nas familias afetadas a probabilidade de progenitores afetados terem filhos com a

sindrome é de 50% (Nagai et al., 2003).
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Figura 12. Paciente com sindrome de Sotos, com fendtipo tipico (Sogaard et al.,

2005).
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1.3.11. Doenca de Canavan

A doenca de Canavan (OMIM #271900) é uma leucodistrofia de etiologia
genética, causada por mutacdo no gene ASPA, que codifica a enzima aspartoacilase,
responsavel por hidrolizar o aminoacido N-acetil-aspartato (NAA) atuante no sistema
nervoso central. Sua fisiopatogenia inclui a formacéo anormal da mielina que culmina
em atrofia cerebral progressiva (Kumar et al., 2006). Outras caracteristicas clinicas
incluem DI, macrocefalia, hipotonia dos musculos do pescoco, rigidez muscular, atraso
no desenvolvimento motor e verbal, deficiéncia visual e dificuldade de alimentacdo. A
doenca pode ser detectada pelo aumento de NAA na urina e no sangue (Figura 13)
(Bitto et al., 2007).

Apenas dois tipos de mutac¢des sdo responsaveis por mais de 98% dos casos
da doenca em judeus Asquenazes, provenientes da Europa Central e Oriental,
enquanto o restante da populacdo pode apresentar diferentes tipos de mutacdes
(Zeng et al., 2006). Normalmente a expectativa de vida de um paciente com doenca de
Canavan nao ultrapassa os dez anos de idade (Mersmann et al.,, 2011). A doenca
apresenta um padréo de heranga autossémico recessivo; um casal onde ambos sejam
heterozigotos para a mutacéo apresenta um risco de 25% de transmitir a doenca a sua
prole, 50% de ter um filho que seja portador assintomatico da mutacdo e 25% de
chance de ter um filho ndo doente e ndo portador da mutacdo (Matalon e Michals-

Matalon, 2011).
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Figura 13. Paciente com doenca de Canavan, com fenétipo tipico (Matalon e Michals-
Matalon, 2000).
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1.4. Identificacdo de microdelecbes e a técnicade  MLPA

Véarios novos métodos de teste de biologia molecular, baseados em
hibridizacdo e amplificacdo, tém sido desenvolvidos nos ultimos anos, com 0 objetivo
de aumentar a taxa diagndstica em pacientes com rearranjos submicroscépicos
(Rooms et al., 2005; Callier et al., 2008; Gonzalez et al., 2008; Mandal et al., 2009;
Liang et al., 2009).

Uma técnica de citogenética molecular bastante utilizada para detectar
microdelecdes com vantagem de ser relativamente rapida e possuir alta sensibilidade
e alta especificidade é a técnica de FISH (Fluorescence In Situ Hybridization), na qual
sondas fluorescentes especificas sdo hibridizadas ao cromossomo-alvo (Basset et al.,
2011). Com essa técnica é possivel a identificacdo dos segmentos cromossémicos
pela homologia entre as sequéncias do DNA e ndo mais pela similaridade das bandas
visiveis no cariétipo convencional. Assim, pela auséncia de sinal nos cromossomos,
podem ser observados rearranjos cromossdmicos e dele¢bes submicroscépicas
menores que 4Mb. No entanto, McDonald-McGinn e Sullivan, (2011) consideraram a
técnica de FISH demasiadamente cara e apontaram outras desvantagens: requer
treinamento intensivo e grande quantidade de material genético; é incapaz de detectar
algumas delec¢Bes atipicas; possui uma limitacdo referente a especificidade do DNA-
alvo, sendo que é lécus especifica, portanto pode falhar quando as dele¢des estdo em
regides proximais ou distais as flanqueadas pelas sondas; ndo fornece informacfes
sobre o comprimento da delecdo; e ndo permite a realizagdo de reacdes multiplex. A
técnica de FISH é usada, notadamente, na deteccdo de alteracbes cromossdmicas ja
conhecidas, haja vista a necessidade de confec¢do de sondas especificas para a
regido em questdo. Por essa razdo, o0 método ndo é apropriado se a condicéo clinica
ainda ndo se encontra bem esclarecida quanto a sua origem genética ou se existem

muitas davidas no diagnoéstico clinico (Sellner e Taylor, 2004; Cho et al.,2009).
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A técnica de aCGH (array Comparative Genomic Hybridization), também é
capaz de detectar perdas e ganhos cromossémicos, e diferentemente da analise
citogenética convencional e da técnica de FISH, dispensa a cultura celular para a
obtencdo de preparagbes metafasicas do individuo a ser examinado, utilizando, para
tanto, o seu DNA. Além disso, ndo h& desvio para a analise de uma regido
cromossOmica especifica, j& que todo o genoma é analisado. Na técnica de aCGH, o
DNA gendmico do paciente a ser testado e de um individuo normal (um DNA de
referéncia que servirda como controle) sdo marcados com fluorocromos distintos e,
posteriormente, sdo misturados e aplicados sobre laminas de array. O aCGH possui
resolucéo de até alguns Kb, dependendo somente do tamanho e da distancia entre as
sondas, e permite a andlise de ganhos e perdas genémicas relacionadas a doencas
genéticas, incluindo as sindromes de microdelecdo associadas a DI idiopatica
(Oostlander et al., 2004; Vissers et al., 2005; Mao e Pevsner, 2005; Lockwood et al.,
2006). Revisdo realizada por Stankiewicz e Beaudet (2007) contabiliza mais de 13
estudos envolvendo a técnica de aCGH em pacientes com DI de origem a esclarecer,
sendo que a deteccdo de anormalidades cromoss6micas est4d de acordo com as
observadas por outros métodos. Com base nos resultados obtidos por esses estudos
€ possivel estimar vantagens e desvantagens do uso dessa técnica. Entre as
vantagens, esta a de ndo ser necesséria a obtencado de cromossomos metafasicos, a
rapidez de finalizacdo do experimento, a praticidade (todo um genoma € analisado em
uma mesma reacdo) e a sensibilidade (é capaz de detectar qualquer rearranjo
desbalanceado e genes candidatos para diversas condi¢cdes), auxiliando na
identificacdo de diversas sindromes novas. A grande desvantagem € o fato do aCGH
nao ser capaz de detectar rearranjos balanceados, além do custo alto, por vezes nédo
condizente com a infraestrutura da instituicdo e a situacéo do sistema de saude local,

0 que pode inviabilizar a sua aplicagcdo nos paises em desenvolvimento.
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A reacdo em cadeia de polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR) em
tempo real, método de amplificacdo semi-quantitativo, permite analise de DNA ou RNA
e foi testada com sucesso para diagndéstico de uma série de anomalias citogenéticas.
A metodologia utiliza um par de sondas marcado com fluorescéncia para cada regido
de interesse, onde o produto de amplificacdo resultante é proporcional a quantidade
inicial da sequéncia na amostra (Arya et al., 2005). A técnica tem um pre¢o mais
acessivel que FISH e aCGH, mas também néo € indicada para reacfes multiplex e
permite a deteccao de microdelecBes e microduplicacdes com 0 uso concomitante de
no maximo quatro pares de primers marcados com fluoréforos diferentes (Weksberg et
al., 2005). Kariyazono et al. (2001) compararam a técnica PCR em tempo real com
FISH para detectar dele¢édo no locus 22g11.2 e chegaram a uma correlagédo de 99,7%
entre as duas técnicas. Seu uso é restrito aos laboratérios que possuam a
aparelhagem necessaria (termociclador para PCR em tempo real) e que, atualmente,
ainda tem um custo relativamente alto. Além disto, o material de consumo para analise
tem um custo maior, quando comparado com a PCR convencional (Rooms et al.,
2005).

Alternativas promissoras para o diagnéstico dos rearranjos submicroscépicos
séo as técnicas fundamentadas tanto na hibridizacdo quanto na amplificagdo, como a
MAPH (Hibridizagdo de Sondas Multiplas Amplificaveis - Multiplex Amplifiable Probe
Hybridization) e a MLPA (Amplificacdo de Multiplas Sondas dependentes de Ligacgao -
Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification).

A técnica de MAPH foi primeiramente descrita em 2000 por Armour e
colaboradores (Armour et al., 2000), e possui como principio uma combinacdo de
sondas hibridizadas ao DNA genémico e amplificadas pela técnica de PCR, visando
detectar variagcBes no numero de copias génicas, menores que 150pb. Nessa técnica,
o DNA gendbmico € desnaturado e fixado em uma membrana de nylon, e entdo

hibridizado a uma série de sondas, que podem ser desenhadas especificamente para
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qgualquer lécus ou regido cromossdbmica. Essas sondas sdo marcadas por
radioatividade ou, mais recentemente, por fluorescéncia, e correspondem as
sequéncias de interesse no estudo. Apés a hibridizacdo, a membrana é lavada para a
retirada das sondas excedentes que ndo sofreram anelamento as regides estudadas.
Desse modo, as sondas restantes estardo presentes proporcionalmente a presenca do
namero de copias do segmento no genoma. Em seguida, as sondas séo retiradas da
membrana e amplificadas simultaneamente, por meio de um par de primers universais,
pela técnica de PCR. Os produtos sao separados por eletroforese (capilar ou por gel
de poliacrilamida) e é realizada uma comparacao relativa desses resultados com os de
um DNA normal (de um individuo controle, sem alteracédo). A reducao da intensidade
da banda ou da &rea do pico comparada ao controle indica uma redu¢do no numero
de coépias génicas, enquanto que um aumento nessa intensidade indica uma
duplicacdo (Sellner e Taylor, 2004; Patsalis et al., 2005). Mais recentemente, foi
desenvolvida a técnica de array-MAPH, a partir de algumas modificagées no protocolo
original, determinando um ajuste do método de gel eletroforese capilar para o formato
array. Os primeiros estudos envolvendo a técnica modificada apontam fatores
limitantes para a aplicacdo clinica do array-MAPH, como a quantidade de DNA
utilizada no ensaio e a possibilidade de falsos positivos; entretanto, a otimizagdo do
método pode aperfeicoar a reprodutibilidade (Patsalis et al., 2007; Kousoulidou et al.,
2010).

Na técnica de MLPA, existem duas sequéncias pertencentes a cada sonda
especifica, ambas adjacentes a primers universais. Essas sondas sdo hibridizadas a
regido gendmica de interesse e depois séo ligadas pela agdo de uma enzima ligase; a
partir dai o produto de ligagcdo é amplificado por PCR utilizando-se os primers
universais (Rooms et al., 2005). As técnicas de MAPH e MLPA sdo muito similares e
permitem avaliar pequenas perdas ou ganhos de material genético com alta eficacia

(Sellner e Taylor, 2004). Entretanto, apesar das semelhancas, a técnica de MAPH
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exige maior quantidade de DNA gendmico e h& possibilidade de que as sondas que
nao sofreram hibridizacdo, quando néao retiradas completamente durante a lavagem da
membrana de nylon, sejam amplificadas, levando a um resultado incorreto. Ja na
MLPA esta possibilidade ndo existe, pois a fase de ligacdo torna desnecessario 0 uso
da membrana e a etapa de lavagem. Dessa forma, além de ser um tanto mais
laboriosa, a técnica de MAPH é mais passivel de sofrer contaminacdo quando
comparada a MLPA, razdo pela qual esta ultima técnica tem sido preferida nos
estudos de rearranjos submicroscépicos (Hollox et al., 2002).

Na Figura 14, estdo esquematizadas as etapas da técnica MLPA. Na primeira
etapa (desnaturacdo e hibridizacdo), observa-se os primers da PCR a montante e a
jusante (primers X e Y - preto), unidos a uma sonda especifica (azul), responséavel por
reconhecer e hibridizar na sequéncia do DNA de interesse. Contiguo ao primer Y
encontra-se um segmento de DNA de tamanho variavel, especifico para cada sonda,
denominado stuffer (verde), que faz com que os produtos amplificados no final tenham
tamanhos diferentes, variando entre 130 e 480pb. E importante ressaltar que apenas
as sondas se ligam a fita de DNA que serd amplificada, os primers e a sequéncia
stuffer ndo se ligam ao DNA, se ligam as sondas; isso possibilita que os primers
utilizados para a amplificacdo por PCR sejam os mesmos para todos os segmentos
génicos estudados (primers universais). Um dos primers € marcado com um fluor6foro
(normalmente o FAM, 6-Carboxifluoresceina), que permite que o produto da
amplificacdo seja visualizado em equipamento de eletroforese capilar, e como esses
produtos amplificados tém tamanhos diferentes (gracas a sequéncia stuffer) é possivel

identificar diversos fragmentos simultaneamente.
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1. Desnaturacao e hibridizacéo

Primer Y (preto)

Primer X (preto) ;
h nguencia stuffer (verde)

Sonda (azul) Sonda (azul)
2. Ligagéo

1 : } f

3. PCR com primers universais X e Y

-
-

4. Andlise dos fragmentos

Figura 14. Representacdo esquematica da metodologia de MLPA. Na etapa 1
(desnaturacdo e hibridizacdo), observa-se hibridizacdo das sondas (em azul). Na
etapa 2 (ligacdo), observa-se ligacdo das sondas pela enzima DNA ligase (setas). Na
etapa 3 (PCR), observa-se os produtos de amplificacdo com seus tamanhos distintos,
variando de 130 a 480nt. Na etapa 4 observa-se a separacdo dos produtos de
amplificacdo por eletroforese capilar (figura modificada de Schouten et al.,, 2002;
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=z|CZBtdOUyAt3KF3EWRZ
hNWLtcfvOpVItHIIM\fa9FWO8KMqgctOGlogYwxaGF9Y).
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A técnica de MLPA necessita de pequenas quantidades de material genético
(cerca de 20ng sao suficientes) e é capaz de distinguir sequéncias que diferem em
apenas um nucleotideo, podendo ser utilizada para aplicagdes distintas, desde que se
diferenciem as sondas utilizadas (Coudry, 2007). Ela permite investigar varias
sindromes simultaneamente, pois mais de 50 sequéncias de DNA podem ser
pesquisadas em uma amostra, em Unica reac¢do. Portanto, hd economia de recurso
humano e material de consumo, e diminuicdo do tempo entre a coleta e o resultado do
exame. O custo relativamente baixo, a simplicidade, a rapidez e a alta sensibilidade
séo apontados como vantagens da técnica (Rooms et al., 2005; Rooms et al., 2011).

Uma experiéncia nacional bem sucedida foi realizada na cidade de Sao
Paulo, onde 261 pacientes com DI foram investigados por meio de MLPA. Nessa
amostra, 87 pacientes (33,3%) apresentaram anomalias cromossémicas e em 57
pacientes (21,8%) estas anomalias foram consideradas a causa da DI. Este estudo
demonstrou ainda que o custo da técnica de MLPA é pelo menos trés vezes menor
gue as técnicas de rastreio do genoma em larga escala, como o0 aCGH, o que justifica
sua implantacdo em servigos de genética médica nos paises em desenvolvimento
(Jehee et al., 2011).

Nas situacdes de DI, a busca por um diagndéstico etiologico especifico € um
desafio que precisa ser enfrentado, pois pode ser essencial para o planejamento da
atencdo a salde, para orientacdo antecipatéria e para indicacdo das terapias de
suporte em saude e educacdo que, a despeito de ndo curativas, sao fundamentais
para que as pessoas com DI possam atingir o maximo de seu potencial. O
esclarecimento da etiologia da DI também permite a realizacdo do aconselhamento
genético (AG) mais adequado, possibilitando explicar aos pacientes ou aos seus
responsaveis, 0 que € a doenca, como ela evolui, quais as op¢des de tratamento, qual
0 progndstico a curto e longo prazo e qual € o risco de recorréncia na prole ou na

irmandade.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Investigar a presenca de sindromes de microdelecdo em uma amostra de

pacientes com deficiéncia intelectual.

2.2. Objetivos Especificos

v

Avaliar clinicamente, por meio de consulta genética, uma amostra de
pacientes com ADNPM ou DI de etiologia ndo esclarecida, investigando a
histéria natural de seus agravos e selecionando-os para investigacao
molecular.

Padronizar testes genéticos moleculares usando a técnica de MLPA.

Utilizar a técnica de MLPA para diagnéstico molecular de sindromes de
microdelecdo em pacientes diagnosticados clinicamente com ADNPM ou DI,
sem etiologia definida ou com suspeita de sindrome de microdelagdo néo
confirmada por teste genético molecular.

Discutir a implantacdo de testes genéticos fundamentados na técnica de
MLPA para rastreio de rearranjos cromossémicos em individuos com ADNPM
ou DI idiopética no SUS.

Contribuir para o aconselhamento genético ndo-diretivo nas familias dos

pacientes investigados.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Pacientes

A casuistica desta pesquisa foi composta por 57 pacientes, de ambos o0s
sexos (24 pacientes do sexo feminino e 33 pacientes do sexo masculino), com graus
diferentes de ADNPM ou DI. As idades dos pacientes variaram entre 1 ano e 5 meses
e 36 anos, com média geral de 12 anos e 5 meses (desvio padrdo de + 7 anos e 4
meses). A média do sexo feminino foi 12 anos e 3 meses (desvio padrdo de = 7 anos e
6 meses) e a média do sexo masculino foi 12 anos e 6 meses (desvio padrdo de = 7
anos e 4 meses). Todos os pacientes eram (e muitos ainda s&o) regularmente
seguidos no Ambulatério de Genética Médica da UFSCar, em S&o Carlos. Foram
incluidos na pesquisa pacientes cujos pais (ou responsaveis legais) concordaram com
a participacdo e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
Anexo 1), previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da UFSCar (CEP-UFSCar) — parecer N° 253/2010 — Anexo 2 .

A caracterizacdo clinica dos pacientes foi feita por uma Unica examinadora
(DGM), médica geneticista, coordenadora e responsavel clinica pelo projeto. Apds
caracterizacao clinica, 2 pacientes receberam hipétese diagndstica de sindrome de
Williams.

Os critérios para inclusdo dos pacientes no estudo foram: (1) possuirem
ADNPM ou DI sem etiologia esclarecida mesmo ap0s avaliagdo médica cuidadosa ou
terem hipotese diagndstica de sindrome de microdelacdo, ndo confirmada por teste
genético molecular; (2) possuirem cariétipo a partir de cultura de linfécitos de sangue
periférico, com resolucdo de 400-550 bandas, normal; e (3) possuirem estudo de
imagem do encéfalo normal (tomografia computadorizada ou ressonancia magnética
nuclear). Foram considerados critério de exclusao: (1) histéria clinica sugestiva de

causa ambiental para DI (exposi¢cdo a teratdégenos e histéria de hipoxia); (2) presenca
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de sinais sugestivos de hipoxia ou malformacdo em exame de tomografia
computadorizada ou ressonéncia magnética nuclear do cérebro e (3) alteracdo no

caribtipo convencional.

3.2. Grupo de individuos controle

Do grupo controle participaram voluntariamente cinco individuos adultos sem
qualquer indicio de alteracdes genéticas, 03 do sexo feminino e 02 do sexo masculino.
A forma de coleta de amostras e extracdo realizada nesse grupo foi exatamente igual

a realizada no grupo de individuos analisados no projeto.

3.3. Pesquisa de microdelecdes pela técnica de MLPA

Foram utilizadas amostras de sangue periférico, colhidas em tubo vacutainer
com EDTA, através de puncdo venosa. O kit de MLPA utilizado foi o do kit SALSA®
MLPA® P064-B2 MR1 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands), escolhido por
possuir 43 sondas relacionadas as 11 sindromes de microdele¢cdo mais comumente
encontradas em pacientes com DI (relacionadas na Tabela 1). Os produtos de
amplificacdo desse kit apresentam tamanhos que variam de 130 a 472 nucleotideos,
mas o kit também possui 07 sondas que servem como controle de amplificacdo, com
produtos de amplificacdo menores que 120 nucleotideos. As sequéncias de cada

sonda estdo especificadas no Anexo 3.
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Tabela 1. Listagem das 43 sondas do kit SALSA® MLPA® P064-B2 MR1, com as

suas posicdes cromossOmicas, 0s genes detectados, os tamanhos dos produtos

amplificados e as sindromes relacionadas.

Tamanho do
S Posicéo Gene produto Sindrome
cromossomica detectado amplificado relacionada
(nucleotideos)

2269-L01761 1p36.33 TNFRSF4 130 Delecédo 1p36
6778-L06730 1p36.33 SCNN1D 135 Delecédo 1p36
2589-1.11228 5035.3 NSD1 142 Sotos
1472-L.00946 17p13.3 TRPV1 148 Miller-Dieker
5465-L06731 22¢11.21 ARVCF 154 DiGeorge
4620-.00863 15912 UBE3A 160 Prader-Willi
1448-L.00932 17pll.2 TNFRSF13B 166 Smith-Magenis
2020-L01539 15g11.2 MKRN3 172 Prader-Willi
2890-L07968 1p36.33 GNB1 178 Delecado 1p36
1435-L00945 17p13.3 HIC1 184 Miller-Dieker
5462-1.05809 22q11.21 CLTCL1 191 DiGeorge
1218-L06270 22¢11.21 CLDNS5 196 DiGeorge
2146-L01642 7p21.2 TWISTNB 202 Saethre-Chotzen
1303-L00855 5¢35.3 NSD1 211 Sotos
2024-1.01542 15g11.2 NDN 220 Prader-Willi
1561-L01133 7011.23 CYLN2 229 Williams
1443-L.08394 17p13.3 PAFH1B1 238 Miller-Dieker
1122-1.00680 1p36.33 PANK4 247 Delecédo 1p36
1330-L00881 7011.23 FzZD9 256 Williams
1325-L07456 17p13.3 ASPA 265 Canavan
1452-1.00936 17p11.2 LRRCA48 274 Smith-Magenis
1925-1L01477 17p13.3 PAFAH1B1 283 Miller-Dieker
1332-L00883 7q11.23 STX1A 292 Williams
1453-L00937 17p11.2 LLGL1 301 Smith-Magenis
1333-L00876 7q11.23 ELN 310 Williams
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1969-L02364
1454-L.00938
1682-L02331
1697-L02329
1455-L00939
1444-1.02367
1235-L00773
3050-L01762
1337-L02333
9669-L00864
2038-L02330
1339-L00885
1924-L.08393
2891-L02359
2594-1.02065
3069-L05815
5463-L05808
3072-L02472

7p21.2 TWIST
17p11.2 PRPSP2
1p36 TP73
20p12.2 JAG1
17p11.2 MFAP4
17p13.3 HIC1
22q11.21 SNAP29
1p36 TNFRSF18
7911.23 LIMK1
15q12 UBE3A
15q12 GABRB3
7911.23 CYLN2
17p13.3 METT10D
1p36 SKI
5035.3 NSD1
22q11.21 FLJ14360
22q11.21 CDC45L
20p12.2 JAG1

3.3.1. Extracdo do DNA

319
329
336
346
355
364
373
382
391
400
409
418
427
436
445
454
465
472

Saethre-Chotzen
Smith-Magenis
Delecédo 1p36

Alagille
Smith-Magenis
Miller-Dieker
DiGeorge
Delecédo 1p36
Williams
Prader-Willi
Prader-Willi
Williams
Miller-Dieker
Delecédo 1p36
Sotos
DiGeorge
DiGeorge
Alagille

A extracdo e purificagdo das amostras do DNA foi realizada a partir das

amostras de sangue total utilizando o kit comercial QlAamp DNA Mini Kit, seguindo as

instrucdes do fabricante.
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3.3.2. Quantificacdo do DNA
As amostras de DNA purificadas foram quantificadas em gel de agarose 2%

(Figura 15). Em seguida o DNA foi diluido em dH,O autoclavada até uma

concentragdo entre 10 e 20ng/pL.

L 2312 2430 2523 2625 2726 2B 2521 3024 3137 3239 3338 3440 3528 IGZT IT4A5 346 3543 4041 4144 4247 4330 4435

L 4533 4432 4731 4836 4934 5055 5151 5252 5353 Ctrll Ctrl2 Ctrl3 Ctrld  Ctrl5 5454 5555 5656 5757

Figura 15. Quantificacdo em gel de agarose de todas as amostras extraidas, inclusive
as amostras controles, onde a concentracdo de DNA presente na amostra €&
qguantificada sua por intensidade em relacdo ao marcador High Mass -L (Invitrogen).
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3.3.3. Desnaturacéo e hibridizacdo das sondas

A técnica MLPA foi realizada segundo o protocolo original do fabricante, com
reducdo proporcional de reagentes e amostra. Para cada paciente que teve o seu DNA
analisado foram realizados o0s seguintes experimentos: foi adicionado 2,5uL da
amostra de DNA diluida em um tubo de 0,2ml, que foi centrifugado rapidamente. A
amostra foi aquecida a 98°C/5min em um termociclador, depois foi resfriada a 25°C
antes da tampa do termociclador ser aberta. O probemix e o tampao foram removidos
do freezer, descongelados e seus tubos foram agitados e centrifugados rapidamente.
ApoOs a desnaturagdo foi preparada uma solugdo mestre com 0,75uL de SALSA
probemix + 0,75uL de tampdo MLPA (1,5M de KCI, 300mM de Tris-HCI pH 8,5, EDTA
1mM), para cada amostra. Foi adicionada 1,5uL da solugdo mestre (SALSA probemix
+ tampédo MLPA) por tubo de amostra. A mistura foi homogeneizada com a pipeta e 0s
tubos foram colocados no termociclador e incubados a 95°C/1min e em seguida foram

incubados a 60°C por 18h (overnight).

3.3.4. Reacéo de ligagéo

O tampéo Ligase-65 A e o tampéo Ligase-65 B foram removidos do freezer,
seus tubos foram agitados em vortex e centrifugados rapidamente. Foi preparado o
mix do tampéao de Ligase, contendo 1,5uL de tampéao Ligase-65 A + 1,5uL de tampao
Ligase-65 B + 12,5uL de dH,O para cada reacdo. Em seguida esta mistura foi agitada
em vértex. Foi adicionado 0,5uL da enzima Ligase-65 por amostra no mix de tampao
Ligase e homogeneizado cuidadosamente com a pipeta. A temperatura do
termociclador foi reduzida para 54°C, entdo foi adicionado 16uL da mistura Ligase-65
em cada tubo e homogeneizado cuidadosamente com a pipeta. As amostras foram
incubadas a 54°C/15min e em seguida foram aquecidas a 98°C/5min para inativagao

da enzima 65-Ligase, com posterior resfriamento a 4°Ce.
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3.3.5. Reacdo de PCR

O tampédo SALSA PCR, os primers SALSA PCR e o tamp&o SALSA Enzyme
Diluition foram descongelados e agitados em vortex. Novos tubos para a reacdo de
PCR foram identificados. Foi preparado um mix de tampéo PCR, contendo para cada
reacao 2uL de tampéo SALSA PCR + 13uL de dH,O ultrapura e autoclavada. Em cada
tubo foi adicionado 15pL do mix e homogeneizado cuidadosamente com a pipeta. Foi
transferido 5uL de cada produto de ligacdo no tubo de PCR correspondente a
temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas e armazenadas em gelo. Foi
preparada a solucdo mestre do PCR, contendo, em cada reacdo 1uL de primers
SALSA (10pmol) + 1uL de tampdo SALSA enzyme dilution + 2,75uL de agua ultrapura.
Em cada amostra foi adicionado 0,25uL de SALSA Polymerase e homogeneizado
cuidadosamente com a pipeta. O programa do termociclador foi continuado em 60°C e
nessa temperatura foi adicionado em cada tubo 5puL do mix PCR. O programa de PCR
foi iniciado imediatamente: 35 ciclos de 95°C/30s; 60°C/30s; 72°C/60s; 20min de
incubacéao final a 72°C e 4°C~. Todas as etapas da reagdo sdo observadas na Figura

16.
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1) Desnaturagdo do DNA
1. 98°C 5 minutos
2. 25°C pausa

2) Reagao de hibridizagado
3. 95°C 1 minuto
4. 60°C pausa

3) Reagdo de ligagao

5. 54°C pausa

6. 54°C 15 minutos
7. 98°C 5 minutos
8. 4°C pausa

4) Reagdo de PCR
9. 60°C pausa
35 ciclos: +95°C 30 segundos
+60°C 30 segundos
-+ 72°C 60 segundos
10. 72°C 20 minutos
11. 4°C pausa

Figura 16 . Etapas da reacéo de MLPA no termociclador (modificada de MRC-Holland,
General MLPA Protocol  for DNA Detection &  Quantification -
http://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx?Tag=wl2zCji\rCGANQgZPuTixt
CpICAImmwJoFo/xHPNnTgc|).

3.3.6. Separacao dos fragmentos amplificados

A separacédo dos produtos de amplificacéo foi feita por eletroforese capilar em
sequenciador automatico. Foi preparada uma solucdo de aplicacdo contendo 7,75uL
de Tween 20 a 1% + 0,25puL de MegaBACE Size Standards ET550-R. Distribuiu-se
8uL da mistura em cada poco utilizado para a analise com 2uL de cada amostra
amplificada, diluida com agua (5 a 10x) e desnaturada a 95°C/3min. O aparelho de
eletroforese utilizado foi o MegaBACE 1000® GE Healthcare Life Sciences. A matriz
espectral utilizada foi a ROX/ FAM/ HEX/ TET, com marcador de tamanho DNA ET

Rox 550 (GE HealthCare).
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3.4. Andlise dos resultados

Apds a eletroforese capilar os resultados foram visualizados em
eletroferogramas através do software Fragment Profiler® (MegaBACE™ GE
Healthcare Life Sciences) (Figura 17), onde a amostra de DNA genbémico dos
pacientes apresentou picos correspondentes a cada segmento de DNA amplificado,
com areas correspondentes aos fragmentos normais e deletados. A analise dos dados
obtidos foi feita através da observacdo do tamanho dos fragmentos e sua
semiquantificacdo foi realizada por comparacdo com uma média das amostras
controle, sendo que uma delecdo heterozigota apresentou uma diminuicdo de 35% a
50% na area do pico relativa ao produto de amplificacdo de cada sonda. Foi possivel
relacionar o tamanho do pico com os segmentos cromossémicos normal/normal e

normal/deletado.
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Figura 17. Eletroforese capilar dos fragmentos obtidos pela técnica MLPA. Cada pico
representa a presenca de um fragmento amplificado de determinado tamanho de
pares de bases. A figura (A) representa o eletroferograma de um individuo controle
enquanto a figura (B) representa um individuo portador de sindrome de Williams, onde
0s genes que estdo marcados foram os que apresentaram delecdo em relacdo ao
controle A.
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A analise comparativa dos fragmentos presentes no eletroferograma foi

realizada com auxilio dos programas “Coffalyser®” (http://old.mlpa.com/coffalyser/) e

“GeneMarker®” (SoftGenetics LLC® genotyping software version 2.2.0). Ambos os
programas possuem duas etapas de normalizacdo: normalizagcdo intra-amostral e
inter-amostral. Na normalizacdo intra-amostral cada sonda teste é comparada com a
média dos valores de todas as outras sondas da mesma amostra, sendo essa
normalizacdo importante para corrigir oscilacées da reacao. Para chegar ao resultado
final da andlise, cada sonda do paciente ja normalizada de forma intra-amostral, é
dividida pela média de cada sonda correspondente nas amostras controle, 0 que gera
a normalizacdo inter-amostral. Nesse projeto, valores finais entre 0,75 e 1,25 foram
considerados normais com duas copias da sequéncia analisada (2n), enquanto valores
inferiores a 0,75 indicavam delecdo (n) e valores superiores a 1,25 indicavam
duplicacéo (3n).

O programa Coffalyser MLPA® (recomendado pelo fabricante dos kits de
MLPA e disponivel para download gratuitamente no sitio web da empresa) é uma
plataforma Excel e pode ser utilizado com a versdo 2003 ou superior do Microsoft
Office. Nesse programa existe uma planilha onde sdo adicionados os valos dos picos
das amostras controle, é feita uma média e automaticamente esse valor é colocado
em outra planilha e entdo séo adicionados os valores dos picos de cada amostra teste,
onde sao realizadas as etapas de normalizacdo e comparagado entre amostras teste e
controles, gerando os graficos demonstrados na Figura 18. Os resultados sao
organizados de maneira que cada grupo de colunas com a mesma cor represente
determinada sindrome.

O programa GeneMarker® é mais rapido e pratico. Nele sdo adicionados os
dados brutos das corridas, sem necessidade do uso de valores dos picos obtidos pelo
Fragment Profiler®. O programa é capaz de indicar quais corridas ficaram de boa

gqualidade, ou seja, onde as amostras passaram pelos capilares no tempo devido e foi
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possivel a realizagdo adequada da normalizacao intra-amostral. ApGs a primeira fase
de normalizacdo pode-se escolher uma amostra, um grupo de amostras controle ou
todas as amostras de individuos que ndo apresentaram alteraces e participaram da
mesma reacdo (chamada de normalizacéo inter-amostral populacional), para que seja
realizada a etapa de normalizacao inter-amostral.

As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados de uma amostra sem alteracéo

detectada (A) e uma amostra com microdelecéo (B) - a mesma apresentada na Figura

17.
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Figura 18. Andlise do dados brutos gerados pelo equipamento de eletroforese capilar
através do software Coffalyser®. Na figura (A) ndo foi detectada microdelecées ou
microduplicacdes na amostra analisada (cromossomaos normal/normal), enquanto na
figura (B) foi detectada microdelecdo nos genes relacionados a sindrome de Williams

(cromossomos normal/deletado - seta).
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Figura 19. Analise do dados brutos gerados pelo equipamento de eletroforese capilar
através do software GeneMarker®. Na figura (A) ndo foi detectada microdelecBes ou
microduplicagcdes na amostra analisada (cromossomos nhormal/normal), enquanto na
figura (B) foi detectada microdelecdo nos genes relacionados a sindrome de Williams

(cromossomos normal/deletado — quadrados vermelhos indicam genes deletados).
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4. Resultados

4.1. Os resultados do MLPA

Foram detectados 4 pacientes com microdele¢cdes em uma casuistica de 57
individuos (7%). Entre os casos positivos foram detectados 3 pacientes com sindrome
de Williams (5,3%) e 1 paciente com sindrome de delecdo 22911.2 (1,7%). Os
resultados dos testes genéticos foram cuidadosamente analisados e correlacionados
aos achados clinicos dos pacientes.

Os dados clinicos dos quatro pacientes positivos sdo apresentados apos
concordancia e assinatura do “Consentimento do responsavel para publicagdo de
dados clinicos do paciente” (Anexo 4). Nas situacbes em que foram estabelecidas
delecdes, foi oferecido aconselhamento genético adequado aos pais e possibilidade
de seguimento ambulatorial dos pacientes, de acordo com suas necessidades clinicas
individuais, de forma a garantir um cuidado médico integral e longitudinal.

Os fendtipos dos 53 pacientes restantes, cujos resultados do MLPA foram
negativos, estdo resumidos no Anexo 5. Esses pacientes continuam em seguimento
regular no Ambulatério de Genética da UFSCar, para acompanhamento da histéria
natural das suas doencas, na tentativa de se estabelecer um diagndstico, a partir da
deteccdo de um novo sinal ou sintoma.

Todos os participantes receberam laudos com os resultados dos seus testes,

conforme modelos disponiveis nos Anexos 6 e 7.
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4.2. Casos com resultados indicativos de sindromes de microdelecéo

4.2.1. Paciente 0208

Paciente do sexo masculino, no momento com 19 anos de idade. Pais nao
consanguineos e jovens ha época do nascimento. O paciente é o primeiro filho de uma
prole de trés, possuindo um casal de irmdos saudaveis. Mae relata uma gestacéo
tranquila, sem intercorréncias, com movimentos fetais a partir do 4° més. Nega uso de
teratdgenos. Paciente nasceu de parto normal, a termo com 2800g e 52cm. Recebeu
alta da maternidade com 2 dias de vida, com a méae.

Sempre foi um lactente agitado e irritado. Mamou no peito no primeiro més de
vida e como apresentou dificuldade para ganhar peso foi introduzida suplementagéo
com leite artificial e logo a criancga largou o peito. Com 3 meses de vida foi percebido
sopro cardiaco, cuja avaliagdo mostrou tratar-se da manifestacdo clinica de uma
malformacdo cardiaca congénita, a estenose da artéria pulmonar. Uma vez feito
diagnoéstico da estenose, passou a fazer seguimento regular com cardiologista. Nao
fez cirurgia cardiaca, o tratamento foi sempre conservador. Continua com seguimento
cardiologico até hoje.

Durante a infancia, apresentou discreto atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, mas com 1 ano e 9 meses andou sem apoio. Com 1 ano j& tinha fala
bem desenvolvida e nunca foi percebido atraso de linguagem. Durante a infancia
apresentou hipercalcemia idiopética e quadros de otite e sinusite de repeticdo. Sempre
teve dificuldade para ganho pondero-estatural.

Estudou em escola regular e apresentou dificuldade em algumas disciplinas,
notadamente matematica, mas concluiu o ensino fundamental. E alfabetizado, sabe
lidar com dinheiro, tem autonomia nas tarefas da vida cotidiana, embora, segundo a

mae, necessite de supervisdo. Tem comportamento agitado e se irrita com facilidade,
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mas nao usa medicacdo. Tem DI leve, atualmente trabalha como escriturdrio em uma
empresa privada. Antes trabalhou como gargcom.

Tem perda auditiva de condu¢cdo moderada em ouvido esquerdo,
provavelmente sequela dos quadros infecciosos de repeticdo. Tem distarbio de
refracdo e usa lentes corretivas (6culos). Faz seguimento médico anual, com avaliacdo
das funcdes tireoidiana e renal, que se mantém normais.

Ao exame antropométrico apresenta:

Estatura 152cm (| P3)

e Peso041.400g (| P3)

e Perimetro cefélico 54,5cm (P50+2DP)

+ indice cefalico 90

« Distancia intercantal interna 3,2cm (P50-75)
» Distancia intercantal externa 9,0cm (P75-97)

¢ Relacdo dedo médio/mao 40% (P3-10)

Ao exame dismorfologico apresenta baixa estatura proporcionada, frouxidao
ligamentar, cubitus valgo, braquicefalia, facies caracteristica com labios grossos e
dentes espacados, filtro nasolabial marcado, discreta hipoplasia de face média e
sorriso frequente. (Figura 20).

O MLPA confirmou tratar-se de sindrome de Williams, com delecdo
hemizig6tica da regido 7g11.23, em consonancia com hipétese diagndstica prévia,
feita a partir da caracterizacdo clinica do paciente, que j& sugeria esse diagndstico

(Figuras 21 e 22).
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Figura 20. Paciente 0208. Em (A) observar as dismorfias faciais: discreta hipoplasia
de face média, filtro nasolabial marcado, labios grossos e dentes espacados. Em (B)
observar baixa estatura proporcionada e cubitus valgo.

Figura 21. Diagrama do resultado do paciente 0208 em comparacdo com uma média
de cinco controles no software Coffalyser®. Seta aponta a regido deletada. As sondas
deletadas correspondem aos seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A, 4. ELN;
5. LIMK1; 6. CLYN2.
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Figura 22. Diagrama do resultado do paciente 0208 em compara¢do com uma média
populacional no software GeneMarker®. As sondas deletadas correspondem aos
seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A; 4. ELN; 5. LIMK1; 6. CLYNZ2.
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4.2.2. Paciente 0504

Paciente do sexo masculino, no momento com 13 anos de idade. Mae com 31
anos e pai com 29 anos na época do nascimento. Pais relatam uma consanguinidade
distante, ndo especificada. E o terceiro filho de uma prole de trés, possuindo duas
irmas saudaveis. Mae relata que durante a gravidez teve doenca hipertensiva
especifica da gestagdo e usou medicamentos, que ndo sabe especificar. Paciente
nasceu de parto cesérea a termo com 4.000g. Recebeu alta da maternidade com 3
dias de vida, com a méae.

Durante a lactancia teve dificuldade para mamar no peito e foi diagnosticado
com refluxo gastro-esofagico. Apresentou atraso no  desenvolvimento
neuropsicomotor, sendo que adquiriu sustento cefalico com 4 meses, sentou com 6
meses, com 1 ano falava frases simples e andou sem apoio com 2 anos. Com 1 ano
foi diagnosticada malformacao cardiaca, estenose adrtica supravalvar. Desde entédo
faz seguimento regular com cardiologista. Nao fez cirurgia cardiaca, o tratamento foi
sempre conservador. Continua com seguimento cardioldégico até hoje. Com 1 ano fez
cirurgia para corre¢cdo de hérnias umbilical e inguinal bilateral, e com 2 anos fez
cirurgia para extracdo de adenoides.

Durante a infancia apresentou quadros de rinite alérgica, asma, otite de
repeticdo e infec¢des urinérias de repeticdo. Com 5 anos comecgou a frequentar escola
regular, mas como ndo acompanhava a classe, aos 6 anos foi encaminhado para
Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE), onde estuda até hoje.
Apresenta rendimento escolar regular, ndo sabe ler, escrever ou lidar com dinheiro.
Tem autonomia nas atividades da vida didria, mas necessita de supervisao para tudo.
Faz seguimento com psiquiatra e faz uso de periciazina (Neuleptil®), um neuroléptico
que possui duas propriedades antidopaminérgicas responsaveis por um efeito

antipsicotico. Tem DI moderada a severa.

73



Tem disturbio de refracdo (miopia) e usa lentes corretivas (6culos). Apresenta
pequena escoliose toracica dextroconvexa.

Aos 11 anos de idade desenvolveu cancer folicular de tireoide, caracteristica
ainda nédo relacionada a sindrome de Williams na literatura. Foi feita resseccgéo
cirdrgica da glandula e hoje o paciente faz seguimento com endocrinologista pediatrico
e repBe os hormonios tireoidianos diariamente.

Ao exame antropométrico apresenta:

Estatura 152cm (P50)

«  Peso 42.700g (P50-75)

e Perimetro cefalico 54cm (P50+2DP)

+ indice ceféalico 87

« Distancia intercantal interna 3,8cm (P75-97)
» Distancia intercantal externa 9,6cm (P75-97)

* Relacdo dedo médio/mao 43% (P25-50)

Ao exame dismorfolégico apresenta frouxiddo ligamentar, cubitus valgo,
facies caracteristica com iris estrelada, discreta hipoplasia de face média, epicanto
bilateral, orelhas baixo implantadas, labios grossos e sorriso frequente (Figura 23 ).

O MLPA confirmou tratar-se de sindrome de Williams, com delecdo
hemizig6tica da regido 7q11.23, em consonancia com hipotese diagnostica prévia,
feita a partir da caracterizacao clinica do paciente, que ja sugeria esse diagndstico

(Figuras 24 e 25).
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Figura 23 . Paciente 0504. Em (A) observar as dismorfias faciais: discreta hipoplasia
de face média, orelhas baixo implantadas e labios grossos. Em (B) observar cubitus
valgo.

Figura 24. Diagrama do resultado do paciente 0504 em comparagdo com uma média
de cinco controles no software Coffalyser®. Seta aponta regido deletada. As sondas
deletadas correspondem aos seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A, 4. ELN;
5. LIMK1; 6. CLYN2.
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Figura 25. Diagrama do resultado do paciente 0504 em compara¢cdo com uma meédia
populacional no software GeneMarker®. As sondas deletadas correspondem aos
seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A; 4. ELN; 5. LIMK1; 6. CLYNZ2.
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4.2.3. Paciente 0910

Paciente do sexo masculino, no momento com 14 anos de idade. Unico filho
de um casal ndo consanguineo; mae com 20 anos e pai com 25 anos na época do
nascimento. Paciente possui meia irma materna saudavel. Mae relata uma gestacao
tranquila, sem intercorréncias, com movimentos fetais a partir do 4° més. Nega uso de
teratbgenos. Paciente nasceu de parto normal, a termo com 2.640g e 49cm. Recebeu
alta da maternidade com 2 dias de vida, com a mée.

Ndo mamou no peito e logo foi introduzido aleitamento artificial. Foi um
lactente tranquilo, mas apresentava gripes e amigdalites frequentes, e com 6 meses
precisou ficar internado para tratamento de uma pneumonia. Durante o primeiro ano
de vida foi percebido atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, tendo a crianca
andado sem apoio com 2 anos e 6 meses. Durante o primeiro ano de vida fez cirurgia
para correcdo de hérnia inguinal bilateral. Aos 3 anos de idade foi diagnosticada
malformacdo cardiaca: estenose adrtica supravalvar e insuficiéncia mitral, sem
repercussdo clinica. Desde entdo faz seguimento anual com cardiologista. Néo fez
cirurgia cardiaca, o tratamento foi sempre conservador.

Entrou na escola regular com quatro anos, mas ndo acompanhou. Mudou de
escola diversas vezes, estudou na APAE por um ano, mas mée acha que houve piora
de comportamento e retornou paciente para escola regular. No momento cursa a 42
série do ensino fundamental. Aprendeu a ler, escrever e reconhecer nimeros. Tem
autonomia nas atividades cotidianas, embora necessite de supervisdo. Tem
comportamento agitado e se irrita com facilidade, mas ndo usa medicacdo. Tem DI
leve a moderada.

Era muito constipado quando crianca, mas atualmente ndo tem queixas
guanto a diurese e evacuacao. Mée relata visdo normal e audicdo sensivel (se irrita

com sons altos), Aos oito anos de idade realizou cirurgia para extracdo de adenoide.
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Apresentou enurese noturna até os 9 anos de idade. Atualmente, faz seguimento
médico anual, com avaliacdo das func¢des tireoidiana e renal, que se mantém normais.
Ao exame antropométrico apresenta:

e  Estatura 155,5cm (P75-90)

e« Peso0 63.100g (P90-97)

»  Perimetro cefalico 54cm (P50+2DP)

+ indice cefalico 96

» Distancia intercantal interna 3,5cm (P75-97)

« Distancia intercantal externa 10,2cm (1 P97)

* Relagéo dedo médio/méo 40% (P3-10)

Ao exame dismorfolégico apresenta braquicefalia, assimetria de face,
epicanto bilateral, orelhas baixo implantadas, labios grossos e lingua geogréfica
(Figura 26).

O MLPA confirmou tratar-se de sindrome de Williams, com delecdo

hemizigdtica da regido 79q11.23 (Figuras 27 e 28).
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Figura 26. Paciente 0910. Em (A) observar as dismorfias faciais: assimetria de face,

orelhas baixo implantadas e labios grossos. Em (B) observar aspecto geral.

Figura 27. Diagrama do resultado do paciente 0910 em compara¢do com uma média
de cinco controles no software Coffalyser®. Seta aponta regido deletada. As sondas
deletadas correspondem aos seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A, 4. ELN;
5. LIMK1; 6. CLYN2.
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Figura 28. Diagrama do resultado do paciente 0910 em compara¢cdo com uma meédia
populacional no software GeneMarker®. As sondas deletadas correspondem aos
seguintes genes: 1. CLYNZ2; 2. FZD9; 3. STX1A; 4. ELN; 5. LIMK1; 6. CLYNZ2.
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4.2.4. Paciente 2247

Paciente do sexo masculino, no momento com 12 anos de idade. Pais ndo
consanguineos; mae com 31 e pai com 35 anos na época do hascimento. O paciente
€ o segundo filho de uma prole de trés, possuindo um irméao mais velho (de pai e mae)
€ uma meia irma materna, ambos saudaveis. Made engravidou 4 vezes e teve um feto
natimorto. Mae relata uma gestacao tranquila, sem intercorréncias, com movimentos
fetais a partir do 4° més. Nega uso de teratdégenos. Paciente nasceu de parto cesarea,
a termo com 2600g, desconhece comprimento. Recebeu alta da maternidade com 2
dias de vida, com a mé&e. Ao nascimento ndo foram observadas alteracoes.

Lactente mamou no peito até os 3 meses de idade, quando foi introduzido
aleitamento artificial. Aos seis meses de idade a mée percebeu hipotonia e crianga foi
encaminhada para fisioterapia. Mae ndo sabe precisar os marcos do desenvolvimento
neuropsicomotor, mas relata que paciente andou sem apoio com cerca de 3 anos de
idade. No primeiro ano de vida foi percebido sopro cardiaco e durante investigacao
complementar realizou ecocardiograma que mostrou espessamento e prolapso dos
folhetos da valva mitral com discreto refluxo e insuficiéncia tricispide discreta.

M&e nega que paciente tenha sido uma crianca que ficava constantemente
doente ou que tinha infec¢bes de repeticdo. Relata que teve atraso de linguagem e
comecou a falar palavras com aproximadamente 4 anos de idade. Apresentou controle
de esfincter urinario diurno com cerca de 3 anos. Os primeiros dentes comecaram a
surgir com 1 ano de idade e aos 7 anos precisou fazer cirurgia odontolégica para
extracdo dentéria, porque tinha problemas de mordida cruzada.

Com 5 anos comecou a frequentar escola regular, mas como n&o
acompanhava a classe aos 8 anos foi encaminhado para a APAE, onde estuda até
hoje. Apresenta rendimento escolar ruim, ndo sabe ler nem escrever, ndo reconhece

ndmeros, ndo sabe lidar com dinheiro, ndo reconhece cores. Nao tem autonomia nas
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tarefas da vida cotidiana, ndo sendo capaz de realizar as atividades de higiene
pessoal autonomamente. Tem DI severa.
Ao exame antropométrico apresenta:

e Estatura 159cm (P50-75)

e Peso0 49.200g (P50-75)

»  Perimetro cefalico 54,5cm (P50+2DP)

+ indice cefalico 93

» Distancia intercantal interna 4,2cm (1 P97)

« Distancia intercantal externa 10,6cm (1 P97)

* Relagéo dedo médio/méao 46% (P75-97)

Ao exame dismorfolégico apresenta braquicefalia, hipoplasia da face média,
raiz nasal alta, hipertelorismo ocular, ptose palpebral bilateral, fenda palpebral obliqua
para baixo, orelhas baixo implantadas com displasia de pavilhdo auricular e
sobredobramento de hélix, palato muito alto, dentes apinhados e prognatismo
mandibular. Apresenta ainda dificuldade para extensdo dos cotovelos bilateralmente,
mamilos invertidos, polegares digitalizado a esquerda e hipoplasico a direita (Figura
29).

O MLPA confirmou tratar-se de sindrome de delecdo 22q11.2 (Figuras 30 e

31).
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Figura 29. P aciente 2247. Em (A) observar as dismorfias faciais: hipoplasia da face
média, raiz nasal alta, orelhas baixo implantadas com displasia de pavilhdao auricular e
sobredobramento de hélix, dentes apinhados e prognatismo mandibular. Em (B)
observar aspecto geral. Em (C) observar defeitos de eixo radial com polegares

digitalizado a esquerda e hipoplasico a direita.
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Figura 30. Diagrama do resultado do paciente 2247 em comparagdo com uma meédia
de cinco controles no software Coffalyser®. Seta aponta regido deletada. As sondas
deletadas correspondem aos seguintes genes: 1. ARVCF; 2. CLTCL1; 3. CLDNS5; 4.
SNAP29; 5. FLJ14360 (KLHL22); 6. CDC45L.
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Figura 31. Diagrama do resultado do paciente 2247 em compara¢cdo com uma media
populacional no software GeneMarker®. As sondas deletadas correspondem aos
seguintes genes: 1. ARVCF; 2. CLTCL1; 3. CLDN5; 4. SNAP29; 5. FLJ14360
(KLHL22); 6. CDCA45L.
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5. Discussao

5.1. Dificuldades para padronizar os testes de MLPA

As principais dificuldades para padronizacdo dos testes genéticos
fundamentados no MLPA foram encontradas durante a analise dos resultados
laboratoriais nos softwares. As primeiras reacdes foram analisadas apenas com o
software Coffalyser®. Nas duas primeiras reacdes houve diferenca significativa entre
0s picos das amostras teste e 0s picos das amostras controle, 0 que gerou resultados
inconclusivos e tornou necessaria a repeticdo da reagdo em diversas amostras. Em
funcdo disso, a quantidade de reagente ndo seria suficiente para a repeticdo e
realizacdo dos testes restantes em todos 0s pacientes, sendo necessario recorrer a
reducdo proporcional de reagentes e amostras em cada reacgao.

O software GeneMarker® foi considerado melhor que o Coffalyser® por sua
capacidade de realizar dois tipos de normalizacdo inter-amostral, onde a mais robusta
e escolhida para analise das amostras nesse projeto foi a normalizacéo inter-amostral
populacional. Em trés amostras, referentes aos pacientes 4144, 5656 e 5757, a
andlise dos resultados obtida pelo software Coffalyser® foi inconclusiva, pois essas
amostras apresentaram diferentes picos anormais, sugerindo duplicacdes, em relacao
aos controles. J& no software GeneMarker® a andlise comparativa dessas amostras
com a populacéo geral revelou resultados normais.

A Figura 32 apresenta uma amostra analisada pelo software Coffalyser®, na
gual é possivel observar a regido relacionada a sindrome de Williams deletada (seta);
porém, na mesma amostra, aparecem também genes onde a comparagdo com 0s
individuos controle sugere presenca de duplicacfes. A Figura 33 apresenta a mesma
amostra, analisada pelo software GeneMarker®, através da normalizacdo inter-

amostral populacional as duavidas relativas a possiveis duplicacdes génicas foram
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Peak Ratio

resolvidas e se observa que, ao contrario da Figura 32, ha alteracdo exclusivamente

dos genes relacionados a sindrome de Williams.

Figura 32. Exemplo de uma amostra da primeira reagao analisada com o software
Coffalyser®. Observa-se que além da delecdo dos 6 genes correspondentes a
sindrome de Williams (seta), ha aparente duplicacdo de outros genes, relacionados a

outras sindromes.
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Figura 33. Exemplo de uma amostra da primeira reagao analisada com o software
GeneMarker® - mesma apresentada na Figura 32. Observa-se delecdo unicamente

dos 6 genes relacionados a sindrome de Williams.

86



5.2. O MLPA como técnica adequada para rastreio de DI idiopatica

No que diz respeito ao diagnostico de sindromes genéticas em pacientes com
DI, algumas sindromes sédo mais facilmente reconhecidas pelo fenétipo do paciente,
porém, outras possuem grande variedade fenotipica com um leque de caracteristicas
clinicas possiveis e ndo patognémicas, o que dificulta o diagndstico genético preciso.
E importante que seja feita uma anélise de custo e beneficio para avaliar a utilidade
clinica de realizacdo de testes genéticos de rastreio ou triagem que aumentem a taxa
de diagndstico nesses pacientes.

Vieira (2012), em seu projeto de doutorado, realizou um levantamento dos
custos de testes genéticos fundamentados em diferentes técnicas visando o
diagnostico da sindrome DiGeorge. Considerando apenas insumos dos testes
laboratoriais, o trabalho de Vieira (2012) revelou que o custo do cariétipo convencional
com bandamento G foi R$27,00; o custo de FISH com uma Unica sonda foi R$197,48
e o0 custo de um teste de MLPA com varias sondas que flanqueiam a regido 22q11.2
foi R$100,00.

O caridtipo convencional esta incluido na tabela de procedimentos do SUS

com valor de R$32,48 (SIGTAP - http://sigtap.datasus.gov.br/), sendo que este valor

deve ser suficiente para cobertura de gastos de insumos laboratoriais, de
infraestrutura e recursos humanos necessarios para a realizacdo do exame. Ademais,
0 caridtipo convencional € util no diagnéstico de anomalias numéricas, porém €
parcialmente eficaz no caso de anomalias estruturais. Essa técnica detecta alteracdes
em aproximadamente 3% a 15% dos casos de pacientes com anomalias congénitas e
DI, mas para deteccdo de pequenas alteracbes, como as microdelecdes, outras
técnicas sdo necessérias (Jehee et al., 2011).

Em individuos com DI de etiologia desconhecida é interessante a realizacéo
de testes de screening genético (também denominados testes de triagem ou rastreio).

Recentemente, 0 aCGH tem sido indicado para a realizacdo de uma triagem inicial,
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pois € um teste com capacidade de ampla varredura, alta sensibilidade e
especificidade, permitindo deteccdo de anomalias genéticas, rearranjos
desbalanceados e genes relacionados a predisposi¢cdo de inUmeras doencgas, sendo a
primeira opcdo diagnostica em casos de pacientes com anomalias multiplas e DI em
paises desenvolvidos (Miller et al., 2010; Mefford et al., 2012). Contudo, 0 aCGH é
uma técnica de alto custo, geralmente incompativel com a realidade do sistema de
saude publico brasileiro e com a renda familiar do paciente. Além disso, a
interpretacdo de seus resultados pode ser bastante complexa, jA que frequentemente
sdo encontradas alteragcdes sem importancia clinica ou de significado desconhecido.
Alternativas diagndésticas foram propostas em diversos estudos (Pereira et al.,
2003; Weksberg et al., 2005; Sandrin-Garcia et al., 2007). A técnica MLPA também
funciona como um screening, que ndo promove uma varredura total no genoma, mas é
uatil para a realizacdo de triagens por permitir andlise de até 50 regiGes gendmicas
simultaneamente em mais de 85 pacientes em uma Unica reacéo (isso considerando
que um sequenciador automatico permite a andlise capilar de até 96 amostras, porém
algumas devem ser reservadas para as amostras controle); os resultados podem ser
liberados em poucos dias, com prazo médio de 48 horas; e requer pequena
quantidade de DNA. Existe uma variedade de kits de MLPA, vendidos comercialmente
pela empresa MRC-Holland, com capacidade de diagnosticar determinadas sindromes
ou grupos de sindromes, porém ndo é necessaria a utilizacdo dos kits prontos, a
técnica permite que sejam desenhadas sondas especificas para sequencias
genbmicas de interesse, onde um profissional capacitado pode agrupar pacientes com
caracteristicas comuns a determinadas sindromes e realizar testes ainda mais
especificos, a exemplo do estudo realizado por Vieira (2012), que selecionou
pacientes com anomalias palatais e hipotese diagnodstica de delecdo 22qll.2
determinada por geneticistas clinicos, e chegou a conclusdo diagnéstica em 38% dos

casos utilizando um kit de MLPA que continha 44 sondas especificas para regido
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22911.2. A desvantagem de testes fundamentados na tecnologia de MLPA, assim
como em outras técnicas, exceto na aCGH, é que o resultado negativo ndo exclui
totalmente a possibilidade do individuo possuir alguma das sindromes pesquisadas,
pois a alteracdo pode se encontrar em regides ndo flanqueadas pelas sondas
utilizadas ou a sindrome pode ter sido causada por outro mecanismo que nao
microdelecdo/duplicagéo. Esta limitagdo do método foi devidamente esclarecida nos
laudos fornecidos aos responsaveis pelos pacientes participantes deste projeto
(Anexos 6 e 7). A técnica de MLPA também né&o permite deteccdo de rearranjos
balanceados e tem dificuldade em detectar casos de mosaicismo com menos de 40%
das células alteradas, assim como o0 aCGH (Kozlowski et al., 2008).

Uma série de estudos compararam testes genéticos fundamentados em
diferentes técnicas e concluiram que MLPA € efetiva, fidedigna e reprodutiva,
auxiliando o médico geneticista a chegar ao diagndstico através do rastreio de
determinados rearranjos cromossémicos (Fernandez et al., 2005). Van Hagen et al.
(2007) compararam as técnicas FISH e MLPA em 63 pacientes com suspeita clinica
de sindrome de Williams; nesse estudo todas as alteragBes detectadas em FISH
também foram detectadas em MLPA, em apenas um paciente foi detectada uma
delecdo pequena atipica por MLPA que ndo havia sido previamente detectada por
FISH, chegando a conclusdo que MLPA é confidvel na detec¢cdo da sindrome de
Williams, além de ser mais rapida e capaz de detectar delecdes menores e atipicas
quando comparada ao FISH. Weksberg et al. (2005) também compararam FISH e
MLPA em 51 pacientes positivos e 12 negativos para alteracbes em 22g11.2 pela
técnica FISH; o MLPA foi capaz de detectar as 51 alteragfes ja confirmadas e mais 2
em pacientes onde a alteracdo ndo havia sido detectada pelo FISH. Vorstman et al.
(2006) aplicaram a técnica MLPA em amostras de mais de 50 pacientes com
alteracdes em 22q11.2 confirmadas por outros métodos (delecdes, delecdes atipicas,

duplicacdes e translocacfes ndo balanceadas); novamente os resultados do MLPA
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foram reprodutiveis e compativeis com os estudos de citogenética convencional e
FISH. Palomares et al. (2006) compararam a eficacia da técnica de MLPA para
deteccdo de rearranjos subteloméricos com o teste de FISH em 50 pacientes com DI
idiopética; seus resultados mostraram alto grau de concordancia entre as duas
técnicas, levando os autores a concluirem que o MLPA é mais adequado, por ser mais
rapido e econdbmico. Cho et al. (2009) realizaram testes de MLPA em 12 pacientes
com sindromes de microdelecdo, ja confirmadas por FISH, e encontraram resultados
perfeitamente concordantes na deteccdo das sindromes de DiGeorge, Williams,
Prader-Willi e Miller-Dieker. Estudo holandés, realizado com 63 criancas com
sindrome de Williams, mostrou que nas situacdes onde a técnica de MLPA foi ineficaz,
o FISH também néo foi capaz de detectar alteragdo cromossdmica (Van Hagen et al.,
2007). Kirchhoff et al. (2007) realizaram investigacéo por MLPA em 258 pacientes com
DI e suspeita clinica de sindromes de microdelecdo, utilizando os kits comerciais
MLPA® SALSA P064 e P023 (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands); a andlise
indicou a presenca de microdelecdo em 5,8% dos pacientes. Estudo realizado na
China, também por meio da técnica de MLPA, com 180 criangas com DI, mostrou 7%
de frequéncia de rearranjo subtelomérico (Li et al., 2009). Outra pesquisa chinesa,
incluindo 451 criancas com DI investigadas por MLPA, mostrou alteracédo
subtelomérica (microdele¢cbes e microduplicagbes) em 5,1% dos pacientes (Wu et al.,
2010). Estudo recente, realizado com 120 pacientes belgas com DI idiopatica
investigados com MLPA, detectou rearranjos subteloméricos ou intersticiais em 5%
dos pacientes (Rooms et al., 2011).

No presente trabalho, testes genéticos fundamentados na técnica de MLPA
foram utilizados para detectar um conjunto de 11 sindromes de microdele¢cdes em uma
casuistica de 57 pacientes com DI idiopatica ou com hipétese diagndstica ainda ndo
confirmada por teste genético molecular. Foram detectados 7% de pacientes com

microdelecao, frequéncia condizente com outros estudos relacionados a deteccéo de
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sindromes genéticas em amostras de pacientes com DI selecionadas de forma
semelhante (Kirchhoff et al., 2007; Li et al., 2009; Laczmanska et al., 2011). Koolen et
al. (2004) realizaram um screening para pesquisa de delecBes subteloméricas
utilizando MLPA em 210 individuos e detectaram 6,7% de pacientes com alteracdes.
Monfort et al. (2008), em uma amostra de 46 pacientes com DI e anormalidades
congénitas, detectaram rearranjos patogénicos, incluindo dele¢des, duplicacbes e
rearranjos subteloméricos, em 18% dos pacientes. Hryshchenko et al. (2012)
analisaram 113 pacientes ucranianos detalhadamente através de métodos clinicos,
citogenéticos e de genética molecular, encontrando 28 pacientes (24,78%) com
alteracBes cromossdmicas das quais 21 (18,58%) se mostraram patogénicas. O MLPA
foi utilizado ainda em um estudo com 65 criancgas indianas portadoras de DI idiopatica,
sendo detectadas alteracbes em 4,6% dos pacientes gerais e em 13% dos pacientes
gue além de DI tinham dismorfias faciais (Mandal et al., 2009).

O kit utilizado no presente trabalho custou R$6.000 e foi suficiente para
padronizacdo da técnica e andlise de 57 pacientes, sendo que o custo médio do teste
para cada paciente foi R$105,30 (considerando-se apenas o preco do kit). Sem a fase
de padronizacao o kit permitiria andlise de 85 pacientes, com custo médio de R$70,60.
Devido a possibilidade de realizagdo do exame em muitos pacientes e por possuir
preco relativamente baixo quando comparado a outras técnicas de biologia molecular,
0 MLPA tem-se mostrado uma 6tima alternativa para rastreio de sindromes genéticas
em portadores de DI.

Para a implantacdo de um laboratério capacitado para realizar testes de
MLPA é necessario aquisi¢do de alguns aparelhos que na atualidade tém os seguintes
valores aproximados: termociclador R$20.000,00, microcentrifuga R$4.000,00, banho-
maria seco R$1.000,00 e sequenciador automatico R$300.000,00. Além disso, é
preciso considerar a compra dos kits, que atualmente tem seu valor em torno de

R$5.000,00, os gastos com os recursos humanos e insumos basicos laboratoriais
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(inclusive para extracdo do DNA). Cabe ressaltar que a aquisicdo destes
equipamentos permite a realizacdo de uma série de outros testes de biologia
molecular, ndo apenas o MLPA. Além disso, 0s custos dos testes podem ser
otimizados se forem juntadas amostras para que sejam realizadas analises
laboratoriais de uma s6 vez, embora isso possa causar certo atraso na liberacdo de
resultados.

E notorio que para se montar tais estruturas laboratoriais, manter a realizac&o
dos testes genéticos e promover a assisténcia necessaria aos pacientes havera
gastos, com treinamento de pessoal, aquisicdo de equipamento e estruturacdo de
laboratérios. Mas esses gastos serdo certamente compensados com a diminuicdo de
exames e tratamentos desnecessarios, assim como a possivel diminuicdo na
incidéncia das doencas genéticas. Além disso, deveria haver incentivo para producao
de equipamentos e insumos no Brasil, o que certamente diminuiria ainda mais o0s

custos com os testes.
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5.3. Genética Médica e os testes genéticos no SUS

A genética médica lida, habitualmente, com doencas individualmente raras,
mas que somadas constituem um grupo consideravel, com frequéncia de 31,5 a 73,0
por cada 1.000 individuos (Jorde e Carey, 2004). Cerca de 5% dos nascidos vivos
brasileiros apresentam algum defeito congénito, determinado total ou parcialmente por
fatores genéticos (Horovitz et al., 2005). A medida que os indicadores de saide da
populacdo melhoram e as doencas causadas por ma nutricdo, condicoes insalubres e
patdgenos externos séo controladas, as doencas genéticas e as anomalias congénitas
passam a ser responsaveis por uma proporgao crescente das mortes entre as criancas
(Marques-de-Faria et al., 2004; Horovitz et al., 2005). E o que acontece no Brasil onde,
desde 2005, estas afec¢les (representadas pelo capitulo XVII do Cédigo Internacional
de Doencas - malformacBes congénitas, deformidades e anomalias cromossémicas)
sdo a segunda causa de mortalidade infantil em todas as regifes do pais (DATASUS;

http://www.datasus.gov.br/).

Além disto, as doencas genéticas sdo responsaveis por boa parte das
situacdes de internacdo em hospital pediatrico, deficiéncia intelectual, doencas
neurodegenerativas e infertilidade, o que evidencia o consideravel efeito que tém
sobre a saude e a qualidade de vida (Giugliani, 2002). Embora existam poucas
estimativas sobre os custos da assisténcia as pessoas com doencgas raras (como a
maioria das doencas genéticas), sabe-se que estes custos sdo altos e incluem
cuidados especiais nas areas da saude e da educacgdo; além da perda parcial ou total
de rendimentos para o principal cuidador do paciente, implicando em perdas
econdmicas para as familias e para comunidade (Zurynski et al., 2008). No Brasil, ndo
€ incomum que pacientes com doencas genéticas, portadores de deficiéncias
incapacitantes para o trabalho, sejam beneficiados pela Lei Organica da Assisténcia

Social e recebam beneficio do Instituto Nacional de Seguro Social (INSS), onerando
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também o sistema previdenciario (Horovitz et al., 2005). Disso resulta a importancia da
assisténcia 4 saude na area da genética médica.

No Brasil, os servicos de genética médica comecaram a se desenvolver nos
anos 60 e 70, quase sempre ligados a cursos de Pdés-Graduacdo em Genética
Humana e/ou Médica e com interesse maior na pesquisa de certas doencas ou grupos
de doencas. Durante as décadas de 70 e 80, foram se estruturando servicos com
maior capacidade assistencial, ligados a hospitais e/ou instituicbes universitarias
publicas (Brunoni, 2002). O acesso dos pacientes aos especialistas em genética
médica no Brasil é prejudicado, ja que boa parte desses profissionais esta localizada
nas regides Sul e Sudeste do pais, e os profissionais ndo geneticistas muitas vezes
encontram dificuldade em reconhecer sinais e sintomas das doencas genéticas ou,
guando reconhecem tém dificuldades operacionais para encaminhar o paciente até um
geneticista (Novoa e Burnham, 2011).

Cadastramento realizado pela Sociedade Brasileira de Genética Médica no
ano de 2001 registrou a existéncia de 64 servi¢os assistenciais de genética médica: 37
(58%) na regidao Sudeste (75,7% no Estado de S&o Paulo), 17 (26%) na regido Sul, 7
(11 %) na regido Nordeste e 3 (5%) no Centro-Oeste. Na época, nao foi identificado
nenhum servico na regido Norte. Os tipos de servicos oferecidos eram bastante
variaveis, sendo alguns muito abrangentes (atendimento clinico, laboratorial e
pesquisa), enquanto em outros lugares era oferecido somente aconselhamento
genético (Marques-de-Faria et al., 2004).

Dados da pesquisa “Demografia Médica no Brasil”, conduzida pelo Conselho
Federal de Medicina (CFM), publicados em dezembro de 2011, apontam a existéncia
de 156 médicos especialistas em genética distribuidos no territério nacional

(http://portal.cfm.org.br/images/stories/pdf/demografiamedicanobrasil.pdf). Além do

namero de profissionais insuficiente, existe grande disparidade em relagdo a

distribuicdo desses especialistas, sendo que 87 (55,77%) residem no Sudeste, 33
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(21,15%) no Sul, 17 (10,9%) no Nordeste, 16 (10,26%) no Centro-Oeste e apenas 3
(1,9%) na regido Norte. A distribuicdo geografica dos profissionais e servigos de
genética médica relaciona-se com a densidade populacional e o indice de
desenvolvimento humano das regides, e nas areas mais pobres e menos povoadas
(em particular no Norte e Nordeste) h4 uma maior caréncia.

O numero de procedimentos e pessoal envolvido na assisténcia em genética
médica no Brasil é claramente insuficiente para atender a demanda, sendo que a
maior parte dos pacientes e familias que padecem com doencas genéticas ndo recebe
cuidado adequado. Além disso, em fun¢do da concentracdo de profissionais da saude
e servicos nas regides Sul e Sudeste, existe grande migracdo de pacientes
(especialmente do Norte e Nordeste), em busca de atendimento especializado. A
escassez de recursos humanos especializados € um entrave para inclusdo da
assisténcia em genética clinica no SUS (Novoa e Burnham, 2011).

A incorporagdo de recursos genéticos no sistema publico do pais comecou a
ser discutida em 2004, pelo Grupo de Trabalho de Genética Clinica (Portaria n°
2.380/GM de 28 de outubro de 2004;

http://dtr2001.saude.gov.br/sas/PORTARIAS/Port2004/GM/GM-2380.htm), composto

por membros da Sociedade Brasileira de Genética Médica, membros da Sociedade
Brasileira de Genética e técnicos do Ministério da Saude. Foi o trabalho desse grupo
gque resultou na publicacdo da Politica Nacional de Atencdo Integral em Genética
Clinica no SUS, em janeiro de 2009 (Brasil, Ministério da Saude, 2009a). Essa Politica
foi aprovada pelo governo e publicada no Diario Oficial da Unido do Brasil, tornando-se
assim em vigor imediatamente apds sua publicacdo, no entanto, como muitas vezes
acontece, ela deixou alguns aspectos praticos para serem regulamentados. A
Secretaria de Atencdo a Saude (SAS) foi designada como responséavel pela adocao
das medidas necessarias a plena estruturacao da Politica, o que inclui a organizacdo

de diretrizes, protocolos de conduta, mecanismos de referéncia e contra referéncia, de
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regulagéo, controle e avaliagdo; mas ainda ndo se sabe como e quando a Politica sera
implantada de fato. Atualmente, um Grupo de Trabalho, criado no inicio de 2012 pelo
Ministério da Saulde, se ocupa do assunto “Doencas Raras” e, dada grande intersecao

entre “doencas raras” e “doencas genéticas™

discute varios aspectos relacionados a
Politica Nacional de Atencdo Integral em Genética Clinica no SUS, entre eles a
necessidade de incorporacdo pelo SUS das tecnologias de biologia molecular
vinculadas aos testes genéticos, especialmente os testes de diagndstico em pacientes
sintomaticos.

Em 2007, foi publicada uma nota técnica do Conselho Nacional dos
Secretarios de Saude (CONASS) sobre a Politica Nacional de Atencao Integral em
Genética Clinica, que na época ainda ndo havia sido aprovada, mas estava sendo
discutida pelo Grupo de Trabalho de Genética Clinica do MS. Quando a nota técnica
do CONASS foi elaborada, o impacto financeiro apresentado pela equipe técnica do
MS com a implantagdo da Politica Nacional de Atencéo Integral em Genética Clinica
no SUS foi de R$ 3 milhdes/ano; mas este custo ndo contemplava a necessidade de
ampliacdo da oferta de procedimentos, especialmente na média complexidade. Nao ha
duvidas de que a implantacdo dos servicos aumentara a demanda para 0s
procedimentos de diagndstico, entre eles os testes genéticos, exigindo pesquisa e
regulamentacdo do assunto.

A incorporacgdo de tecnologias, por parte dos sistemas de saude, seja 0 SUS,
seja o sistema de saude suplementar, € um aspecto que precisa ser pensado, pois
representa um custo ainda ndo dimensionado e exige uma estrutura complexa e

transdisciplinar com um longo caminho a ser percorrido, a comecgar por melhores

investimentos para equipar laboratérios, educac¢do continuada transdisciplinar e

* Conceitualmente, “doenca rara” é aquela cuja incidéncia € menor que 1:2.000 individuos; cerca de 80%
das doencas raras sdo doencgas genéticas, os 20% restantes compreendem algumas doencas
imunoldgicas, alguns canceres e doengas infecto-contagiosas raras. Para as informacgdes sobre doencas
raras consultar: http://www.orpha.net/
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aumento da capacidade do mercado de trabalho para absorver profissionais
especializados.

A transferéncia efetiva da ciéncia e da tecnologia baseada no genoma, para
os sistemas de saude, foi objeto da Conferéncia de Bellagio, Italia, em 2005, na qual
18 especialistas do Canad4a, Franca, Alemanha, Reino Unido e EUA discutiram como
promover uma interacdo efetiva e responsavel do conhecimento genético em beneficio
da saude da populacédo (Burke et al., 2006). No que se refere aos testes genéticos,
alguns pontos sdo clarificados pela Convencdo sobre os Direitos do Homem e a
Biomedicina, conhecida como Convencdo de Oviedo, assinada pela maioria dos
Estados Europeus, que: (1) decreta a necessidade dos laboratérios de testes
genéticos instalarem um sistema de garantia de qualidade e de o seu pessoal ter
qualificacbes que estejam de acordo com as recomendacdes e os padrdes das
organizacdes internacionais, (2) estabelece que os testes genéticos devem obedecer a
critérios de utilidade clinica e (3) determina que os testes genéticos para fins de saude
sejam realizados apenas sob supervisdo médica individualizada e condicionados ao
AG (Council of Europe, 1997).

No Brasil, uma diretriz do Conselho Federal de Medicina (CFM) e da
Associacdo Médica Brasileira (AMB), de 2004, intitulada “Genética Médica: Teste
Laboratorial para Diagnostico de Doencas Sintomaticas”, estabelece que os testes
genéticos para diagndstico em pacientes sintométicos devem ser indicados quando o
resultado tiver o potencial de ser (til; no entanto, o julgamento sobre a utilidade do
teste fica a critério do médico e do paciente, ndo havendo qualquer tipo de outra
regulamentacdo sobre o assunto (Raskin et al., 2004).

Ao longo dessa pesquisa com acompanhamento individual dos casos,
constatou-se uma realidade de descaso com o setor da saude, principalmente quando
se trata de doencas genéticas raras. Apoés trés anos da implantacdo da Portaria n°

81/09, além dos anos que foram gastos para sua elaboracdo, a realidade pouco
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mudou; e maior parte dos testes genéticos diagndsticos é realizada em contexto de
pesquisa, em Instituicdes de Ensino Superiores, Hospitais Universitarios e Programas
de Pés-Graduacado. A realizacdo de exames na rede de saude suplementar vem
crescendo e se diversificando, porém os custos para a maior parte da populacéo
brasileira sdo demasiadamente altos e inacessiveis, em um pais onde
aproximadamente 80% da populagéo utiliza o SUS (Castilla e Luquetti, 2009). Desde
2008, testes genéticos de diagndsticos fundamentados em técnicas de biologia
molecular foram incluidos nos servigos prestados por planos de saude, desde que
tenha indicacdo de um geneticista clinico e que seja realizado em territorio nacional
(ANS — Resolucdo normativa n°167 de 10 de janeiro de 2008).

A melhor maneira para implanta¢éo dos testes genéticos laboratoriais no SUS
seria a estruturacdo de grupos de atendimento clinico e laboratérios regionais,
organizados e geridos pelo Ministério da Saude, onde cada um possa se especializar
em determinadas técnicas e doencas, com adequada interligacdo entre os laboratérios
e os demais profissionais envolvidos na busca de diagndstico para os pacientes
assistidos clinicamente (Horovitz et al., 2006).

A despeito das dificuldades para insercdo da genética clinica no SUS, os
testes genéticos jA se encontram no mercado e sdo oferecidos aos pacientes dos
sistemas de saude publico e suplementar. Um aspecto prético adicional a espera de
ser regulamentado sdo os requisitos especificos para laboratérios de genética que
ofertam testes genéticos, incluindo as normas em relacdo ao sistema de controle de
qualidade e acreditacao.

Sobre a regulamentacdo dos testes genéticos, existe um Projeto de Lei,
tramitando na Camara dos Deputados em Brasilia (PL 4097/2004), que dispbe sobre
as condicGes para a realizacdo e analise de exames genéticos em seres humanos,
cujo teor ndo é consensual entre os profissionais que atuam na &area da Genética

Médica no Brasil. Ademais, a Sociedade Brasileira de Genética (SBG) por meio da sua
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Comisséo sobre Legislacdo e Exercicio Profissional e do seu Comité de Normatizacao
e Procedimento em Laboratérios de Genética Humana, elaborou um documento
intitulado “Guia de boas praticas laboratoriais em citogenética e genética molecular
humana”, que propde uma normatizacdo laboratorial, apesar de ndo preencher todas
as lacunas, no que respeita a certificacdo e controle de qualidade (Borovik et al.,
2004).

Em 05 de novembro de 2009, o Ministério da Salde publicou a Portaria N°
2.690, que instituiu a Politica Nacional de Gestdo de Tecnologias em Salde, ficando
estabelecido que as tecnologias em saude devem ser implantadas no SUS a luz dos
principios de universalidade, equidade e integralidade. Os objetivos dessa Politica sao:
(1) orientar os processos de incorporacdo de tecnologias nos sistemas e servigcos de
saude; (2) nortear a institucionalizagdo dos processos de avaliacdo e de incorporacdo
de tecnologias baseados na analise das consequéncias e dos custos para o sistema
de saude e para a populagéo; (3) promover o uso do conhecimento técnico-cientifico
atualizado no processo de gestdo de tecnologias em saude; (4) sensibilizar os
profissionais de salude e a sociedade em geral para a importancia das consequéncias
econdmicas e sociais do uso inapropriado de tecnologias nos sistemas e servi¢os de
saude; e (5) fortalecer o uso de critérios e processos de priorizagdo da incorporagéo
de tecnologias, considerando aspectos de efetividade, necessidade, seguranca,
eficiéncia e equidade (Brasil, Ministério da Saude, 2009b).

Apesar da existéncia de uma portaria para orientar 0s processos de
incorporacdo de tecnologias nos sistemas de saude, especificamente em relacdo a
insercdo dos testes genéticos nada foi estabelecido ou regulamentado. A falta de
regulamentacdo estimula a criacdo de laboratdrios privados, por vezes sem um
sistema de qualidade implementado, favorece a oferta selvagem de testes sem
utilidade clinica comprovada e estimula a venda direta dos mesmos, sem prescricao

médica e sem aconselhamento genético.
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Também precisam ser definidas regras em relagdo a venda direta de testes
genéticos ao consumidor (para a qual ndo existe ainda legislacdo). Embora nao se
conheca laboratérios brasileiros que oferecam esse servigo, a populacdo brasileira
esta vulneravel as empresas estrangeiras através da internet. Ndo ha maneira de se
saber qual o impacto real dessa pratica no Brasil (ndo ha estudos publicados ou
pesquisas feitas), mas acredita-se que, como em outros paises em desenvolvimento,
isso ainda ndo é muito significativo.

A técnica MLPA desmistifica a ideia de que os testes moleculares séo
extremamente caros e trabalhosos, tornando-se viavel a sua incorporagdo no SUS,
dentro de uma linha de cuidado de atencdo a pessoas com doencas genéticas, que
inclua assisténcia clinica ao paciente e aconselhamento genético familiar adequados,
em consonancia com a Politica Nacional de Atencéo Integral em Genética Clinica no
SUS.

O maior desafio nessa area no Brasil, neste momento, é ser capaz de
estabelecer modelos e processos de avaliacdo em relacdo a utilidade clinica dos
testes genéticos ja ofertados, organizar testes e contextos prioritrios, combater a
oferta indiscriminada e a dispersdo de recursos com testes sem utilidade clinica
comprovada e promover a formacdo e distribuicdo nacional de profissionais

especializados, ampliando desse modo o acesso aos usuarios do SUS e agregando

aspectos técnicos e éticos a assisténcia em genética médica no pais.
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5.4. Consideracdes sobre o diagndstico da sindrome de Williams

A sindrome de Wililams € citogeneticamente caracterizada por uma
microdelecdo de 1,5Mb a 1,8Mb, que leva a perda de cerca de 26 a 28 genes
contiguos. A Figura 34 demonstra a regido deletada em 7q11.23. A relacdo gendtipo-
fendtipo dos principais genes deletados na sindrome de Williams é apresentada na
Tabela 2. Os trés pacientes identificados no presente estudo apresentaram delecéo de
6 genes localizados na regido 7q11.23 e presentes no kit de MLPA utilizado. Como
esses 6 genes estdo compreendidos na regido mais comumente deletada de 1,5Mb,
ndo € possivel determinar se as delegcbes desses trés pacientes possuem 1,5 ou
1,8Mb. Essa distincdo também n&o pode ser suspeitada pela clinica, jA que ndo ha
uma clara distin¢éo fenotipica de acordo com o tamanho da delec¢éo (Pober, 2010).

A Tabela 3 apresenta as principais caracteristicas clinicas descritas na
literatura em pacientes com sindrome de Williams, comparando-as com 0s pacientes

diagnosticados no presente trabalho.

WSCR1 GTF21
, D7S1870
D75489B LIMK1 RFC2 WSCR3 D7S489A
|FZD3 | @(m WSCR2 ‘ WSCRS5
Cen I ] Tel
Ponto de quebra Ponto de quebra
——
BAC 1008H17 1
Cos 16g10
WSCR Cos 100g8

[ T I

Regido comumente deletada (1,5Mb)

Figura 34. Regido gendmica do cromossomo 7 envolvida na sindrome de Williams
(Botta et al., 1999). Em vermelho estdo circundados alguns dos genes mais

importantes para o fenétipo.
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Tabela 2. Gendtipo/fenétipo relacionado a haploinsuficiéncia de alguns dos genes
associados a sindrome de Williams, detectados pelo SALSA®MLPA®P064-B2-MR1.

GENE

PROTEINA

FUNCAO/FENOTIPO®

FZD9 ou FZD3 -
Frizzled Drosophila
homolog 9 ou 3

(OMIM *601766)

STX1A - Syntaxin 1

(OMIM *186590)

ELN — Elastin

(OMIM *130160)

LIMK1 - LIM Domain
Kinase 1

(OMIM *601329)

CLIP2 - Cap-gly-
domain-containing
Linker Protein 2 ou
CYLN2 -
cytoplasmatic linker 2

(OMIM *603432)

Frizzled-9 ou 3

Sintaxina

Elastina

LIM-Kinase 1

Proteina de

Ligagéo 2

5 NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Importante para o desenvolvimento
embrionario e diferenciacdo celular; &
expressa em todas as areas do cérebro, nos

testiculos, musculo esquelético e rim.

Importante na regulacéo de canais de ions e
sinapses. Responsavel pelas alteracdes na
tolerancia a glicose e na memoria auditiva.
Responsavel pelas alteracdes

cardiovasculares e do tecido conjuntivo.

Participa de processos celulares associados
a estrutura do citoesqueleto e estimula o
crescimento dos axénios. Contribui para o
déficit cognitivo global e as alterac6es na

cognigao visio-espacial.

Mediadora de interacdes entre organelas
especificas de membranas do SNC e
microtubulos. Responsavel pelo fenétipo

neurocognitivo.
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Tabela 3. Caracteristicas da sindrome de Williams.

Frequéncia
Paciente Paciente Paciente
Caracteristica na
0208 0509 0910
literatura ©
Moderada a Leve a
DI 50 a 90% Leve
severa moderada
Alteracdes
50 a 80% + + +
cardiovasculares
Hipercalcemia 5 a 50% + = -
Hiperacusia 85 a 95% - - +
Deficiéncia de
70% + - _
crescimento
Alteracéo tireoidiana 10 a 30% - + =
Otites frequentes 50% - + -

(+ = caracteristica presente; - = caracteristica ausente).

A sindrome de Williams é considerada uma doenga com expressividade
clinica variavel e as diferencas fenotipicas nos pacientes estudados (sobretudo em
relacdo ao grau da DI) devem-se, provavelmente, a penetrancia incompleta dos genes
deletados, efeitos epigenéticos e ambientais.

Todos os pacientes com sindrome de Williams diagnosticados neste estudo
apresentaram algum problema cardiaco. Alteracdes cardiovasculares, como a

estenose supravalvar da aorta, sdo frequentemente relatadas em cerca de 50 a 80%

® De acordo com Morris, 2006; Sugayama et al., 2003; Dykens et al., 2005; Pober, 2010.
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dos pacientes com sindrome de Williams (Sugayama et al., 2003; Pober, 2010; Morris,
2010). Problemas musculoesqueléticos podem estar presentes, observando-se
lordose, escoliose e contraturas articulares (Donnai e Karmiloff-Smith, 2000; Pankau,
2001).

A hipercalcemia transitoria ocorre normalmente nos primeiros anos de vida,
causando sintomas como vOmitos, irritabilidade e constipacdo. Tende a desaparecer
ap6s um ano de idade e pode ser controlada com dieta restrita em vitamina D (Donnai
e Karmiloff-Smith, 2000). Cherniske et al. (2004) avaliaram vinte individuos com mais
de 30 anos e detectaram um paciente que ainda manifestava hipercalcemia,
demonstrando que nédo se trata de um sintoma presente apenas na infancia, embora
seja mais raro na idade adulta.

Uma caracteristica importante da sindrome é a hiperacusia, onde 85 a 95%
dos individuos apresentam resposta emocional (atragdo ou aversdo) exagerada e
imediata a determinados sons. Dykens et al. (2005) prop6e uma hipétese onde o
medo, a ansiedade e a hiperatividade, possam ser comportamentos relacionados a
alta prevaléncia de hiperacusia e defende que trabalhar a musicalidade nesses
pacientes pode ser terapéutico em diversos fatores como ansiedade.

A deficiéncia de crescimento é caracteristica frequente da sindrome,
geralmente 0 peso e estatura ao nascimento encontram-se abaixo da média e o
crescimento pds-natal é lento (Antonell et al., 2006). Partsch et al. (1999) analisaram
dados de crescimento em criangcas com sindrome de Williams e observaram que o0s
individuos mostraram um pico de crescimento puberal prematuro diretamente
relacionado a aceleragédo da idade 6ssea. A média de estatura final do homem adulto
foi 165.2 £ 10.9cm e das mulheres foi 152.4 + 5,7cm.

A incidéncia de anormalidades no trato renal é aproximadamente 18% e a
otite média acontece frequentemente durante infancia e adolescéncia (Donnai e

Karmiloff-Smith, 2000). A hipermetropia € o erro de refracdo mais comum. Os vasos
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retinianos podem exibir tortuosidades, caracteristica encontrada em 42% dos
individuos que participaram do estudo de Sugayama (2001), mas ndo pesquisado no
presente trabalho. A presenca de hérnias, principalmente inguinais, € comum ao
nascimento, tornando necessaria a corre¢ao cirtrgica no primeiro ano de vida (Pankau
et al., 2001; Donnai e Karmiloff-Smith, 2000).

Problemas de tireoide estdo entre as complicagbes mais comuns em
pacientes com sindrome de Williams. Selicorni et al. (2006), em estudo realizado com
71 pacientes italianos com sindrome de Williams, mostrou que 84% dos afetados
tinham alteragcbes de tireoide, sendo que 43% tinham hipoplasia da glandula, 8%
tinham elevacdo das dosagens do TSH e 28% tinham ambos os sinais. Entretanto,
mesmo que os problemas relacionados a tireoide sejam comuns em pacientes, até
onde pesquisamos (Hasle et al., 1998; Cambiaso et al.,2007; Stagi et al.,2008), nunca
foi descrito na literatura um paciente com sindrome de Williams e cancer de tireoide,
sendo este um achado clinico inédito a ser estudado.

No seguimento clinico desses pacientes é importante o acompanhamento
continuo da funcgédo cardiaca, renal e tireoidiana.

Do ponto de vista do aconselhamento genético familiar, como, em cerca de
95% dos casos de sindrome de Williams, a microdele¢éo € um evento de novo, o risco
de recorréncia para a irmandade dos pacientes é baixo. Contudo, o risco de ocorréncia
para prole do paciente é de 50%. Especificamente nos trés casos estudados nesse
projeto, as familias ndo pretendem ter mais filhos e foram orientadas em relacédo ao
risco de recorréncia para possiveis filhos dos pacientes, caso estes venham a se

reproduzir.
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5.5. Consideracdes sobre o diagndstico da sindrome

de delecdo 22q11.2

A sindrome de dele¢do 22g11.2 é caracterizada citogeneticamente por uma

microdelecado de 1,5Mb ou 3,0Mb, levando a hemizigose de até 30 genes. A Figura 35

demonstra a regido deletada em 22q11.2. A relagdo gendtipo-fenotipo dos principais

genes deletados € apresentada na Tabela 4. O paciente investigado no presente

trabalho apresenta delecdo dos 6 genes localizados em 22g11.2 e presentes no kit de

MLPA utilizado, inclusive os genes mais distais (SNAP29 e CLTCL1), comprovando

tratar-se da delecéo tipica de 3,0Mb, encontrada em 85% dos casos de sindrome de

delecéo 22g11.2 (Emanuel 2008).

A Tabela 5 apresenta as principais caracteristicas clinicas descritas na

literatura em pacientes com sindrome de dele¢cdo 22q11.2, comparando-as com o

paciente diagnosticado no presente trabalho.
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Figura 35. Regidao gendmica envolvida na sindrome de delecdo 22g11.2 (Yagi et al.,

2003). Em vermelho estdo circundados alguns dos genes mais importantes para o

fenatipo.
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Tabela 4. Gendtipo/fenétipo relacionado a haploinsuficiéncia de alguns dos genes
associados a sindrome de delecdo 22g11.2, detectados pelo SALSA®MLPA®P064-

B2-MR1.

Gene

Proteina

Func&o/Fenotipo '

CLTCL1 — Clatherin
heavy polypeptide-
like 1

(OMIM *601273)
CDC45L — Cell
division cycle 45, S.
Cerevisiae homolog-
like

(OMIM *603465)

CLDN5 - Claudin 5

(OMIM *602101)

ARVCF - Armadillo
Repeat gene deleted
in VCFS

OMIM *602269

SNAP29 —
Synaptosonal
associated protein
29-KD

(OMIM *604202)

Codifica diversas
variantes da

proteina CLTCL1

CDC 45

Claudin-5

Proteina de

repeticdo Armadillo

Proteina 29
associada ao

sinaptossoma

! NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

E um componente das vesiculas
originadas da membrana plasmatica ou

do complexo de Golgi.

Essencial para iniciar a replicacéo do

DNA.

Responsavel pela formacéo de barreira
fisica que impede a transicdo de agua e
solutos no meio extracelular das células

epiteliais ou endoteliais.

Importante na aderéncia entre as
células, facilitando a comunicacao entre

0 ambiente interno e externo da célula.

Interage com a Sintaxina e participa da
fusdo de vesiculas sinpticas na
membrana, contribuindo para

transmissao de impulsos nervosos.
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Tabela 5. Caracteristicas da sindrome de delecao 22q11.2.

Caracteristicas Frequéncia na literatura °® Paciente 2247
DI 81% Severa
Alteracdes
44 a 87% +

cardiovasculares

Anomalias palatais 42% +
Hipocalcemia 64% -
Escoliose 47% -
Dismorfias faciais 81% +
Anomalias de fala 75% +
Anomalias de dedos 6 a 63% +

(+ = caracteristica presente; - = caracteristica ausente).

Entre os individuos com a sindrome de dele¢cdo 22gl11.2, a taxa de
malformacdes cardiacas varia de 44 a 87%, porém essa taxa diminui
consideravelmente quando se trata de individuos adultos, o que pode ter relacdo com
a alta mortalidade nos primeiros meses de vida (Shprintzen et al., 2005; Momma,
2007; Oh et al., 2007). Atualmente, tratamentos cardiacos e imunoldgicos diminuiram
a taxa de mortalidade infantil em pacientes afetados para 4% (Bassett et al., 2011). Oh
et al. (2007), em estudo realizado com 115 pacientes, encontraram 16 pacientes
(13,9%) com microdelecdo em 22ql11.2, dos quais 81% apresentaram caracteristicas
faciais, 44% apresentaram anomalias cardiacas e 81% apresentaram algum grau de
DI. O quadro clinico também pode incluir imunodeficiéncia celular, hipo ou aplasia das

glandulas timo e paratireoide, hipocalcemia, dismorfias faciais tipicas, hipotonia global,

8 De acordo com Goldberg et al., 1993; Bassett et al., 2005; Momma, 2007; Oh et al., 2007; Shprintzen,
2008; McDonald-McGinn et al., 2011.
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fenda palatina, insuficiéncia velofaringea e retardo de crescimento, entre outras - ja
foram descritas mais de 80 caracteristicas clinicas diferentes na sindrome de delecéo
220911.2, algumas quase imperceptiveis como a voz anasalada (Kitsiou-Tzeli et al.,
2004), sendo esta uma doenca com expressividade clinica muito variavel.

No paciente diagnosticado no presente estudo ndo havia sido previamente
aventada a hipétese clinica de sindrome de delecdo 22g11.2, embora, ap6s o
diagnéstico molecular, o quadro clinico revisado seja compativel com esse
diagnoéstico. Chama atencdo o fato de que embora anomalias de digitos sejam um
achado clinico frequente em até 63% dos pacientes (Goldberg et al., 1993), as
alteracBes mais descritas na literatura sao afilamento de digitos e polidactilia pos-axial
(McDonald-McGinn et al., 2011), enquanto o paciente investigado no presente estudo
tem defeitos de eixo radial importantes.

No seguimento clinico desses pacientes é importante 0 acompanhamento
continuo da funcdo cardiaca, tireoidiana e imunolédgica. Além disso, como existem
relatos de paciente com delecdo 22g11.2 e disturbios psiquiatricos (esquizofrenia e
psicoses), convém observar o comportamento dos afetados.

Do ponto de vista do aconselhamento genético, se os pais de uma crianca
afetada planejam ter mais filhos, € importante a realizacdo de um teste molecular para
detectar se a alteracgéo foi herdada, pois nessa sindrome de 6% a 28% dos casos sdo
herdados por padrdao de heranca autossémica dominante de um progenitor afetado e
ndo diagnosticado previamente, normalmente com um quadro clinico muito brando
(Carelle-Calmels et al., 2009). Se o exame molecular dos pais for negativo o risco de
recorréncia normalmente € baixo, porém existe a possibilidade (pequena e
indeterminada) de um dos pais possuir mosaicismo germinativo. No caso especifico da
familia do paciente afetado que foi detectado nesse estudo, 0s pais nao terdo mais
filhos e ndo houve necessidade de realizar o teste genético neles ou aconselh&-los a

fazé-lo. O risco de ocorréncia para eventual prole do paciente é de 50%.
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6. Conclusoes

Nesse estudo, foram padronizados testes genéticos usando a técnica de
MLPA, para diagnéstico de sindromes de microdelecdo em pacientes com DI. Em uma
amostra de 57 pacientes com DI sem diagnostico molecular, foram identificados 3
pacientes com sindrome de Williams e 1 paciente com sindrome de delecao 22q11.2.
O quadro clinico dos pacientes diagnosticados foi compativel com os resultados dos
testes moleculares e nesses quatro casos, a realizacdo do teste genético molecular
além de permitir a confirmacdo diagnéstica, contribuiu para o aconselhamento
genético familiar.

A técnica de MLPA se mostrou util para o rastreio de sindromes de
microdelecdo em pacientes com DI sem etiologia definida ou com hipétese diagnédstica
de sindrome de microdelecdo ainda ndo confirmada por teste genético molecular. Em
funcdo de seu baixo custo, se comparado a outras técnicas de biologia molecular,
essa técnica pode ser usada como uma estratégia na assisténcia a saude,
colaborando para construgcdo de uma linha de cuidado integral para pacientes com
doencas genéticas e deficiéncia intelectual no SUS, em consonéancia com as Politicas
Nacionais de Atengdo a Saude da Pessoa com Deficiéncia e de Atengdo Integral em

Genética Clinica.
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8. Anexos

8.1. Anexo 1

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Responséaveis : Biomédica Adriana Rosolia Costa Sabbag, Profa. Dra. Débora
Gusmaéo Melo e Prof. Dr. Euclides Matheucci Junior.

Instituicdo : Universidade Federal de Sdo Carlos — Departamento de Medicina.

Projeto de Pesquisa : Pesquisa de sindromes de microdelecdo em pacientes com

deficiéncia mental por meio da técnica de MLPA.

Somos pesquisadores da UFSCar e estamos realizando um projeto com o
objetivo de padronizar um exame para detectar pequenas alteracdes nos cromossomos

gue podem ser a origem de sindromes genéticas que causam deficiéncia mental.

Vocé esta recebendo esta carta porque é responsavel legal por uma pessoa com
deficiéncia mental de causa ndo esclarecida que é acompanhada no Ambulatério de
Genética Médica da UFSCar. Vocé esta sendo convidado a participar, e permitir que seu

filho (ou filha) que tem deficiéncia mental também participe desse projeto.

Para participar do projeto, vocé precisa concordar que seu filho (ou filha) faga um
exame de sangue. Havera desconforto para o paciente, pois sera necessario puncionar
uma veia do braco ou da méo do paciente e retirar cerca de 5ml de sangue periférico. Os
riscos deste procedimento sdo: (1) o paciente se queixar de dor e ficar chateado por causa
do procedimento, (2) haver sangramento local e formacdo de pequeno hematoma, (3)
infeccdo secundaria (pequeno risco que se corre toda vez que a pele € rompida), (4)

necessidade de vérias puncdes para localizar as veias.

Com este sangue sera realizado apenas um exame de biologia molecular, partir
do DNA do paciente, para detectar se ele tem ou ndo perda de pequenos pedagos dos
cromossomos. Todos os resultados obtidos desta andlise genética sdo considerados
extremamente confidenciais e vinculados ao segredo profissional. Ao final da pesquisa, o

material coletado (sangue) ndo utilizado sera descartado.

E importante ressaltar que ndo existem garantias que, participando do projeto, a

causa da deficiéncia mental do paciente sera esclarecida, pois o exame pode ser normal.
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Também é importante ressaltar que vocé recebera um laudo com o resultado do exame,
independente do resultado, sendo o exame normal ou ndo, mas o resultado do exame
pode demorar até 2 anos para ficar pronto. Ou seja, 0 laudo do exame pode sO estar

disponivel no segundo semestre de 2012.

Os resultados deste projeto poderdo ser divulgados em encontros cientificos e
revistas especializadas, porém sem que o nome do paciente ou da sua familia apareca

associado a pesquisa.

NGs nos comprometemos em tirar quaisquer davidas que possam vir a aparecer

durante a execucdo do projeto.

Ndo h& qualquer custo financeiro envolvido na sua participacdo neste projeto.
Ndo h& qualquer obrigatoriedade de sua participacdo e, se quando vocé estiver
participando do projeto resolver desistir, ndo havera qualquer consequéncia para o
paciente ou sua familia. O paciente pode continuar a ser seguido no Ambulatério de

Genética Médica da UFSCar independente de vocé aceitar ou ndo participar deste projeto.

Considerando as coloca¢Bes acima, eu, ,

aceito incluir o paciente neste

projeto e, sendo minha participacdo totalmente voluntéria, estou livre para a qualquer
momento desistir de colaborar, sem qualquer prejuizo para mim ou para o paciente.
Eu recebi uma cépia deste termo e tive a possibilidade de |é-lo.

Assinatura do responsavel legal pelo paciente:

Assinatura do responsavel pelo projeto:

Sao Carlos, / /

Endereco e telefone para contato com os pesquisadores
Departamento de Medicina - UFSCar - tel. (16) 3351-8340

Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da UFSCar
Pro-Reitoria de Pesquisa da UFSCar
Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa Postal 676 - CEP 13.565-905 - S&o Carlos - SP —
Brasil. Fone (16) 3351-8110

Endereco eletrdnico: cephumanos@power.ufscar.br
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8.2. Anexo 2

Parecer do Comité de Etica com Pesquisa com Seres H umanos da UFSCar

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
COMITE BE ETICA BMPESOUISA SERES HUNANDS
Vig Washington Luiz. Km. 235 - Caixe Postal 676
lﬂ! CEP 13 565905 - 880 Carlos - §F - Hrasi
8 Fones: (016) 3351-8028 Fax (016) 3351:8025 Telex 162360 « SCUF - BR
géphiinanos@power ufséar by htpdvasw propaufscanbr

Parecer N°, 253/2010

CAAE: 0044 001350004 10
Titule do projeto: PESQUISA DE SfNEJE@QMﬁS DE MICRODELECAD EM. PACIENTES ©OM
DEFICIENCIAMENTAL PORMEIO DA TECONICA DE MLPA

Pesquisadores (ash: ADRIANA ROSOLIA X CDEBORA GUSMAD ME

J.EUCLIDES

MATHEUCCT JUNIOR

Parecer

As perddéncias apontadas no Parecer 0%, 2112010 foram satisfatoriamente resolvidas:
Crprajeto. atende ag oxigénaias contidas. na Resolugho 196/90. do Conselho Nacional de Sadde:
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8.3. Anexo 3

Sequéncias de nucleotideos presentes em cada uma da

s sondas do kit SALSA® MLPA® P064-B2 MR1

Tamanho -
do Gene POSI({aO_ Sonda 5’ Sonda 3’

amplicon cromossomica
130 TNFRSF4 01p36.33 GCACACCCTGCAGCCGGCCAGCAA TAGCTCGGACGCAATCTGTGAGGACAGGGACCCCCCAGCC
135 SCNN1D 01p36.33 GATGGAAGGCCACACAGCCAGTGACGAAGCT GTGATTCACACAGGCCTGGGTGACTCCAGCAT
142 NSD1 050¢35.3 TGGAGGCTTTTGGAGATCCTTCTGA GAGAGCCTGGGTGGCTGGAAAAGCAATCGTCATGTTTG
148 TRPV1 17p13.2 GATAGGCAGTCTGCTCAGCCCGAGGAA GTTTATCTGCGACAGTTTTCAGGGTCTCTGAAGCCAGAGGACG
154 ARVCF 22911.21 TGACGCCATGTTGCCCTACAGCTGGAGCGT GCCCAGCAGCCTGGCATGGTCAGTGGTGGCATGGGCA

160 UBE3A 15911.2 GAAGAAGACTCAGAAGCATCTTCCTCAAGG ATAGGTGATAGCTCACAGGGAGACAACAATTTGCAAAAATTAG
166 TNFRSF13B 17p11.2 CTCAGCTGCCGCAAGGAGCAAGGCAAG TTCTATGACCATCTCCTGAGGGACTGCATCAGCTGTGCCTCCA
172 MKRN3 15g11.2 GCGACATGTGTGGGCTGCAGACCT TGCACCCCATGGATGCTGCCCAGAGGGAAGAACATAT
178 GNB1 01p36.33 TGTGGCATTGAAGAGCACTAAGATCGGAA GATGAGTGAGCTTGACCAGTTACGGCAGGAGGCCGAGCAAC
184 HIC1 17p13.3 CGCTGCCCTTCCAGAAGCTGG AGGAGGCCGCACCGCCTTCCGACCCATTTCG
191 CLTCL1 22q11.21 CGTTTCTGTGAACACTGTTGCCTTGGT GACCGAGACCGCGGTCTACCACTGGAGCATGGAAGGTG
196 CLDN5S 22q11.21 CTCGTGCCACTCTGCTGGTTCGCCAACATT GTCGTCCGCGAGTTTTACGACCCGTCTGTGCCCG
202 TWISTNB 07p21.1 GCTGGCGTCCTGCCTTGCCTA GAGTTGCCGACTTATGCCGCTGCTTGTGCGCTGGTGAACAGTCGCT
211 NSD1 05035.3 GGCCCAAAAAGAGCTAAGACAGCTGCA GGAAGACCGAAAGAATGACAAGAAGCCACCACCTTATAAA
220 NDN 15g11.2 GCTAGTCCTCAGAGACACTGCTGCGA GGGTAGTGGGCAGTGGGATTAGCCTCCCGCAGAGC
229 CLIP2 07911.23 GGGGATGACTTCCTGGGGGACTTT GTGGTGGGCGAGCGGGTGTGGGTGAACGGCGTGA
238 PAFAH1B1 17p13.3 CAATGGATTCCCCGTCCGCCAGAAAAATAT GCATTGAGTGGTCACAGGAGTCCAGTCACTCGAGTCATTTTCC
247 PANK4 01p36.32 GTTAACCAAGCTGGCCTACTATTCAACGGT ACAGCACAAAGTCGCCAAGGTGCGGTCTTTCGAC
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256
265
274
283
292
301
310
319
329
336
346
355
364
373
382
391
400
409
418
427
436
445
454
465
472

FZD9
ASPA
LRRC48
PAFAH1B1
STX1A
LLGL1
ELN
TWIST1
PRPSAP2
TP73
JAG1
MFAP4
HIC1
SNAP29
TNFRSF18
LIMK1
UBE3A
GABRB3
CLIP2
METTL16
SKi
NSD1
KLHL22
CDC45
JAG1

07q11.23
17p13.2
17p11.2
17p13.3
07q11.23
17p11.2
07q11.23
07p21.1
17p11.2
01p36.32
20p12.2
17p11.2
17p13.3
22q11.21
01p36.33
07q11.23
15g11.2
15012
07q11.23
17p13.3
01p36.33
05q35.3
22q11.21
22q11.21
20p12.2

CACAGAGAAGCTGGAGAAGCTCATGGTCAA
CCCTGCGCCATTGAGGTCTATAAAAT
CTGAGCTTGTTCAACAACCGGATCTCCAAG
CACCCTATGTCGTCACTGGCAGCGTA
GAGATCATCAAGCTGGAGAACAGCATCCGT
GTCCCTGCTTGATGACAGCAGTCTGCA
CGGCAACAATTAGGCTTTGGGGATAAAACG
CACAGGTCCTCCAGAGCGACGAGCTGGACT
GTGTGACGCCACCTGAATTAGAAACCAAGA
CAGTGGCGGCGGCCAGGAGAGACCCGGGTG
CAGACGGATCGCCTGCTCAAAGGTAGGACAT
CAGCTGCCACTTTGCCAACCTCAA
CAGCTTGGACCGCTCCAGATAAGAGTGTGCGGA
TGCAGACAGAAATTGAGGAGCAAGATG
GGCTGCACCCAGTTCGGGTTTCTCAC
CGACCGAGTGTTTCATCTGCCTCACGTGTGGGACCTTT
GGAGTTCTGGGAAATCGTTCATTCATTTAC
CACCCCGGTGCTGGTGGCTGTGGT
GGTGTTGCTGCTGGAGGCCAATCG
CGAGCTTCGCTATGCGGCTGCTTTAA
GTCTCCGCGCCGAGAACGAGAAGAAG
GTGAAAAATTGGGTGAGCTGCTGTTATGTG
CGGACAGCGGAATCCTCTTCGATGTTG
GGACGCCGTGGCTATGTTCGTGTCC
CTTTGAAAAGTGGTGTTGTTTTCCAGTCGT

GATCGGGGTCTTCTCCATCCTCTACACGGTGCCCGCC

TATAGAGAAAGTTGATTACCCCCGGGATGAAAATGGAGAAATTGCTG

ATCGACTCCCTGGACGCCCTCGTCAAGCTGCAGGTGT
GATCAAACAGTAAAAGTGTGGGAGTGCCGTTGATTGTGTCTCCT
GAGCTACACGACATGTTCATGGACATGGCCATGCTCGTGGAGA
TCTCTGGGAGATTGTCCACCATAATGGCTGTGCCCACCTGGAA
AGGTGCGGAGAGCGGGCTGGGGCATTTCTCC
CCAAGATGGCAAGCTGCAGCTATGTGGCTCACGA
TGAACATAACCAAAGGTGGTCTGGTGTTGTTTTCAGCAAACTC
TCAGGAAAGATGGGCCGTCTGGGGGACAGCAGGG
GATGGCTGCCGCAGTTCACCTGTGTTCTGGAATCAGGG
TGGCTTCTACCTAGGTGGCTCCCACCTCTCTTATGCCAATGGC
AAGCGCGGCGGGGCTGAGACGCGACCAGGAC
ACATTCTTGACCGGCTGACAACCAAAGTGGACAAGTTAGATGT
TGTGTTCCCTGGGAACAAGACCCACAACGCTGTGTGCGTC
ATCGGTGACGGGGACACCTACACGCTGGTGGAGCACT
AGATGAACAGAAAAGACTCTTCTTGCAGTTTACAACGGGCACA
GTGCTGCGCCCAGAGGTAGGGTCGCGGGTGGGCC
TCACTCCCCAGGGCCGGAGAGGGACCTGAGCCGT
GATTCTAGGGTTGTACAGGCCCACGCCAGACACGACGTCTG
ATGAAAGAGGCCAACGAGTCACGGCTGCGCCTGAAGCG
AGGCTCAGTGCTGTGGGGCTTTCCACCTGGAGTGCCT
TGCTGGTGGTGGAGGGCAGACACATCGAGGCCCA
GATTTCCGCAAAGAGTTCTACGAGGTGGTCCAGAGCC
GCATGCTCCAATCGGCGGAGTATATTAGAGCCGGGACGCG
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8.4. Anexo 4

Consentimento do responsavel para publicacdo de dad os clinicos do paciente

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
UFP-“IOZH'. _ .Departamento de Medicipa
Via Washington Luis, km 235 — Caixa Postal 676
13565-905 — S&o Carlos — SP - Brasil
Fone: (16) 3351-8340 / Fax: (16) 3351-8382
E-mail: dmed@ufscar.br

CONSENTIMENTO PARA PUBLICACAO

Eu, , maesmonsavel

por :

dou meu consentimento para que sejam publicadasnaterial académico-cientifico

(revistas, dissertacdes e teses), fotos e dadvsodide

Sao Carlos, de de 2012.

Assinatura
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8.5. Anexo 5

Resumo clinico e diagrama dos resultados MLPA anali sados através do software

Coffalyser ® e GeneMarker ® dos 54 pacientes com resultados negativos.

0109, paciente do sexo masculino, 3 anos e 1 més. Apresenta ADNPM, atraso de linguagem,
disturbio de comportamento com hiperatividade e dificuldade de concentracdo. Nao possui

dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

139




0303, paciente do sexo masculino, 11 anos e 5 meses. Apresenta DI leve com déficit de
aprendizagem. Tem irmdo gémeo com quadro semelhante. Apresenta dismorfias:

hipertelorismo ocular, hipoplasia de face média e prognatismo mandibular.

Peak Ratio

300
Size (bps)

Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

0407, paciente do sexo masculino, 11 anos e 5 meses. Apresenta DI leve com déficit de
aprendizagem. Tem irmdo gémeo com quadro semelhante. Apresenta dismorfias:

hipertelorismo ocular, hipoplasia de face média e prognatismo mandibular.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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0605, paciente do sexo feminino, 10 anos e 9 meses.Apresenta DI moderada, com transtorno
global do desenvolvimento, e distirbio de comportamento (hiperfagia e compulsdo por

alimentos). Apresenta obesidade, mas ndo tem dismorfias significativas.

0605_dRICA. rad
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

0719, paciente do sexo masculino, 22 anos e 2 meses. Apresenta DI grave com atraso na fala.
Apresenta obesidade, sobrancelhas espessas, raiz nasal alta, fenda palpebral obliqua para

cima, microtia aparente e mamilos invertidos.

0719_dRICA. rad
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

141




0806, paciente do sexo masculino, 14 anos e 2 meses. Apresenta DI moderada com
hiperatividade, cardiopatia congénita, refluxo gastroesofagico, afilamento de falanges distais
dos dedos das méos, prega palmar Unica bilateral a direita, hipoplasia da regido hipotenar das
maos, sindactilia cutanea entre o 2° e 3° dedo dos pés. Apresenta ainda braquicefalia, sinofre,

boca em carpa e dentes apinhados.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

1001, paciente do sexo feminino, 8 anos e 4 meses. Apresenta Di moderada e atraso na fala.
Apresenta sinusite de repeticdo e fez cirurgia para resseccdo de amigdalas e adenoide. Tem
clinodactilia bilateral importante, raiz nasal alta, micrognatia, incisivos centrais salientes e

displasia de pavilhdo auricular.

Peak Ratio

—
200

0
Size (bps)

Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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1102, paciente do sexo masculino, 16 anos e 1 més. Apresenta DI leve a moderada com déficit
de aprendizagem. Apresenta estrabismo convergente, nevus em tronco e dorso, micrognatia,
com orelhas baixo implantadas, palato alto, mamilo direito invertido, deformidade em ambos

calcaneos.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

1215, paciente do sexo masculino, 8 anos. Apresenta DI moderada com macrocefalia, atraso na
linguagem e déficit de atengéo. Apresenta epicanto, hipertelorismo ocular, displasia do pavilhdo

auricular e mamilos invertidos.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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1318, paciente do sexo feminino, 22 anos e 2 meses. Apresenta DI grave a moderada, com

obesidade e comportamento agressivo. Nao tem dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

1420, paciente do sexo feminino, 20 anos e 3 meses.Apresenta DI grave, ndo fala, mas atende
a solicitacdes verbais simples, tem marcha desequilibrada e alteracdes na coordenacdo motora
fina, necessita auxilio para as atividades da vida diaria. Apresenta microcefalia, assimetria de
face, raiz nasal alta, orelhas baixo implantadas com displasia de hélix, pescoco curto e alado,

mama supranumeraria a direita.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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1517, paciente do sexo feminino, 11 anos e 2 meses. Apresenta DI grave com disturbios de
comportamento (arranca cabelos, € hiperativa, irritada e tem dificuldade de comunicacao).
Apresenta fenda palpebral obliqua para cima, sinofre, displasia do pavilhdo auricular, palato

alto, hipertricose, cabelos baixo implantados na nuca e cuitis marmorata.

1517TH11.rad

[ -3 AR [, SRR R Leoons
ol - S — S -

p=] ' ' ' ' ' '
R — e — oo e
-BEEE S E— I - - g, B0 o e o g an hgemEn pen Bgfagen P8 ge- - - - - -

o . T T T T .
0.5 i P e . . R
od i o I o
T T T T T T -

0 100 200 0 400 500

3
Size (bps)

Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

1616, paciente do sexo feminino, 16 anos e 1 més. Apresenta DI moderada e crises
convulsivas. Tem miopia, baixa implantacdo de cabelo na nuca, displasia de pavilhdo auricular,
palato alto, hipoplasia da unha do 5° dedo, cubitus valgus, espaco entre 1° e 2° artelhos

aumentado.

1616H10.rad
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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1711, paciente do sexo masculino, 7 anos e 9 meses. Apresenta DI grave sem dismorfias.

Apresenta infec¢des de vias areas superiores e inferiores frequentes.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

1814, paciente do sexo masculino, 13 anos e 9 meses. Apresenta DI leve a moderada com
déficit de aprendizagem. Apresenta cubitus valgo, hipertelorismo ocular, assimetria de membros

inferiores e pé plano.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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1913, paciente do sexo masculino, 5 anos e 2 meses. Apresenta DI moderada a grave com
algumas alteracbes de comportamento sugestivas de comportamento austistico. Tem

braquicefalia, fenda palpebral grande e obliqua para cima, cilios longos, orelhas em abano,
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

2049, paciente do sexo masculino, 12 anos e 4 meses. Apresenta DI leve com hiperatividade e
déficit de atencdo. tem nistagmo, estrabismo, distirbio de refracéo, facies longilinea, orelhas

proeminentes, palato alto, assimetria toracica, discreta frouxidao ligamentar.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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2148, paciente do sexo feminino, 6 anos e 9 meses. Di leve com cranioestenose ja corrigida
cirurgicamente. Apresenta dismorfias: proptose ocular, hipoplasia de face média, ma oclusao

dentaria, discreto alargamento de polegar.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

2312, paciente do sexo feminino, 16 anos e 2 meses. Apresenta DI leve a moderada com
microcefalia, dificuldade escolar e comportamento agressivo. Tem raiz nasal alta e habitus

marfanoide.

231Z2_dRICA.rsd
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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2450, paciente do sexo masculino, 15 anos e 1 més. Apresenta DI moderada. Teve
retinoblastoma em olho direito tratado com cirurgia e radioterapia. Aperesenta epicanto,
epicanto, baixa estatura, clinodactilia bilateral, sindactilia cutanea entre 2° e 3° pododactilos
bilateral (2/3).
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

2523, paciente do sexo feminino, 3 anos e 2 meses. Apresenta ADNPM com baixo ganho
pondero-estatural e hipotonia global. Tem cardiopatia congénita e hipotiroismo autoimune,
apresenta atraso na fala, orelhas proeminentes, olhos fundos e fenda palpebral obliqua para

cima.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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2625, paciente do sexo masculino, 11 anos e 3 meses. Tem DI leve a moderada com déficit
escolar. Tem cardiopatia congénita, e dismorfias: hipertelorismo aparente, clinodactilia discreta,
palato alto discreto, nevus e mancha café com leite nas costas. Fez cirurgia para correcao de

hérnia inguinal.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

2726, paciente do sexo masculino, 2 anos e 3 meses. Apresenta ADNPM e dismorfias: retracéo
bitemporal, displasia do pavilhdo auricular, epicanto, implantacdo do segundo artelho mais alta

bilateralmente, testiculos retrateis e hemangioma plano em fronte.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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2822, paciente do sexo masculino, 3 anos e 4 meses. Apresenta ADNPM, hipotonia global e
dismorfias: fendas palpebrais curtas e obliquas para cima, displasia do pavilhdo auricular, labios
finos, queixo pontiagudo, clinodactilia bilateral, dedos das méos longos, frouxiddo ligamentar e

testiculo direito no canal.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

2921, paciente do sexo feminino, 22 anos e 6 meses. Apresenta DI moderada e baixo
rendimento escolar. Apresenta dismorfias: epicanto, fenda palpebral obliqua para cima. Raiz

nasal alta, prognatismo mandibular.

2ed o [ [ b s L]
P S S S A ]
2 ' ' ' ' ' '
£ 154--oe - foorooeooes ferooeoeooes i oo oo oo $oeeme-
REEE TE IEECEE—— 1- - AP Prran f ngEoa ton B o Bmn eP 88 geeeEE O - | - - - - |
& ! : :
: :
T T
0 10

300
Size (bps)

Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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3024, paciente do sexo feminino, 14 anos. Apresenta DI grave com microcefalia, sem
dismorfias aparentes, ja apresentou convulsdo, agora tem ameacas de crises controladas por

remédios. Tem irritabilidade ocasional.

3024C08. red
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

3137, paciente do sexo feminino, 15 anos e 7 meses. Apresenta DI leve a moderada. Tem
discreta hipertricose em dorso, cabelos baixo implantados na nuca, clionodactilia discreta,

discreto afilamento de falange distal dos dedos e baixa estatura.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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3239, paciente do sexo feminino, 32 anos e 5 meses. Apresenta DI leve a moderada com

dificuldade de relacionamento interpessoal. Ndo apresenta dismorfias.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

3338, paciente do sexo feminino, 28 anos e 4 meses. Apresenta DI leve a moderada com
dificuldade de relacionamento interpessoal e dismorfias: palato alto, hipoplasia de 4° metacarpo

bilateralmente e dedos das méos alongados.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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e

hipotonia global

Apresenta ADNPM,

2 anos.

paciente do sexo masculino,

miocardiopatia hipertrofica.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.




3627, paciente do sexo feminino, 5 anos e 5 meses. Apresenta ADNPM, hipotonia e

hiperatividade. Nao tem dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

3745, paciente do sexo masculino, 7 anos e 1 més. Apresenta DI moderada com irritabilidade,
hiperatividade, dificuldade de concentracdo e déficit de aprendizagem. Apresenta dismorfias:

hipertelorismo ocular, cilios longos, prognatismo, clinodactilia em ambas as maos e escoliose.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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3846, paciente do sexo masculino, 1 ano e 5 meses. Apresenta ADNPM e facies sindrémica:
retracdo bitemporal, displasia de pavilhdo auricular, fenda palpebral obliqua para cima, palato

alto, cltis marmorata.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

3943, paciente do sexo masculino, 36 anos. Apresenta DI moderada, hiperatividade, hiperfagia,

comportamento agressivo ao ser contrariado. Nao tem dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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4041, paciente do sexo masculino, 3 anos e 9 meses. Apresenta ADNPM e facies sindromica
ao nascimento com retracdo bitemporal, displasia de pavilhdo auricular, micrognatia, hérnia

umbilical, cutis marmorata, e aplasia da cutis na regido da fontanela.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

4144, paciente do sexo feminino, 13 anos e 5 meses. Apresenta DI leve a moderada, com

dismorfias: discreta clinodactilia em ambas as méos, discreto prognatismo, orelhas em abano.
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Resultado analisado pelo GeneMarker®.
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4242, paciente do sexo masculino, 8 anos e 5 meses. Apresenta DI grave com dismorfias:

orelhas em abano, raiz nasal alta, micrognatia.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

4330, paciente do sexo masculino, 12 anos e 11 meses. Apresenta DI moderada com

comportamento verborragico. Tem labios grossos e orelhas em abano.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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4429, paciente do sexo feminino, 8 anos e 5 meses. Tem DI moderada com déficit de

aprendizagem e baixa estatura. Nao apresenta dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

4533, paciente do sexo masculino, 10 anos e 2 meses. Apresenta DI grave, hiperatividade,
risos imotivados, dificuldade de equilibrio, salivacdo em excesso, prognatismo mandibular,
hipermetrofia, hipersensibilidade a objetos asperos, comportamento antissocial com colegas e

irmaos, dificuldade de mastigacéo, orelhas baixo implantadas, lingua protusa.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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4632, paciente no sexo masculino,10 anos e 11 meses. Apresenta DI moderada com
comportamento agressivo, dificuldade escolar e fome excessiva. Apresenta dismorfias:
hipertelorismo ocular, macrocefalia, espaco aumentado entre 1° e 2° artelhos, clinodactilia e

assimetria de membros inferiores.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

4731, paciente do sexo feminino, 19 anos e 3 meses. Apresenta DI severa com diversas crises
convulsivas, risos imotivados, microcefalia, estrabismo convergente, hiperreflexia e

espasticidade, néo fala e ndo tem dismorfias significativas.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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4836, paciente do sexo masculino, 11 anos e 9 meses. Apresenta DI moderada com dificuldade
de aprendizado, hiperatividade e crises convulsivas esporadicas. Fez cirurgia de hérnia

umbilical e inguinal esquerda, apresenta olhos fundos e estrabismo convergente.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

4934, paciente do sexo feminino, 23 anos e 6 meses. Apresenta DI grave e microcefalia, com
epilepsia focal sintomatica e auséncia de linguagem. Apresenta prognatismo mandibular,

discreto cubitus valgo, sindactilia cutanea entre 2° e 3° artelhos (1/3 proximal).
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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5035, paciente do sexo masculino, 14 anos e 6 meses. Apresenta DI leve a moderada, déficit
de aprendizagem e déficit de atencdo. Apresenta fenda palpebral obliqua para baixo,
micrognatia importante, raiz nasal alta, pescoco curto, orelhas baixo implantadas, assimetria

toréacica.

S035_DRICA.rsd

Y7 IR H o . . L
— - - — — —
=) ' ' ' ' ' I
R — — S b e
ot | ; ; ; : |
g LS RIEEEEEEEEEEE - - - En P eefate 0% Pg PR o8 AR ;e an o BageeEl By B -1 oo oo o
(1 S R R Feeeenee R A
N I o o L o L
. . : - ; 4
0 100 200 Y 400 500

Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

5151, paciente do sexo feminino, 15 anos e 4 meses. Apresenta DI moderada com poucas
dismorfias (palato alto, dentes apinhados, discreto sobredobramento de hélix, clinodactilia,

aumento do espaco entre Z e 3 quirodactilos e entre o 1'e Z pododactilos).
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

162




5252, paciente do sexo feminino, 5 anos. Apresenta ADNPM, déficit de aprendizagem e atraso
na linguagem. Tem baixa estatura e dismorfias: macrocefalia aparente, hipertelorismo ocular,

raiz nasal baixa e labio superior fino.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

5353, paciente do sexo masculino, 21 anos e 1 més. Apresenta DI leve a moderado. Tem
miopia, microcefalia aparente, sinofre, raiz nasal alta, palato alto, pectus excavatum, prega
palmar Unica bilateral, defeito de implantacdo do 1° artelho em maos, camptodactilia em 5°

dedo de maos.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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5454, paciente do sexo feminino, 3 anos e 2 meses. Apresenta ADNPM, epilepsia e hipotonia
global. Tem discreto apagamento da face média, discreta proptose ocular, palato alto,

afilamento de falange distal e cltis marmorata.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.

5555, paciente do sexo masculino, 12 anos e 10 meses. Apresenta DI moderada, dificuldade
escola, déficit de atencao, hiperatividade, agressividade, hiperfagia e pouca autonomia em
cuidados de sua higiene pessoal. Tem obesidade, pés tortos e pequenos, mamilos invertidos,
mancha hipocrémica em abdome, displasia de l6bulo auricular, afilamento da falange distal dos

dedos.
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Resultado analisado pelo Coffalyser® e GeneMarker® respectivamente.
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5656, paciente do sexo feminino, 4 anos. Apresenta atraso no desenvolvimento

neuropsicomotor, obesidade e dismorfias: sinofre discreta e olhos amendoados.
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Resultado analisado pelo GeneMarker®.

5757, paciente do sexo feminino, 9 anos e 10 meses. Apresenta DI moderada a grave, com

dismorfias: face triangular, prognatismo, cubito valgo.
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Resultado analisado pelo GeneMarker®.
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8.6. Anexo 6

Laudo do teste genético negativo

RESULTADO

PACIENTE: DATA DE NASCIMENTO:
SEXO:

MEDICO REQUERENTE: Dra Débora Gusmé&o Melo

ORIENTADORES DA PESQUISA: Dra Débora Gusmdo Melo e Dr. Euclides
Matheucci Jr.

TECNICOS RESPONSAVEIS: Dra Adriana Rosolia Costa Sabbag; Dr Bruno Garcia
Rocha.

EXAME: Pesquisa de Sindromes de Microdelecéo

AMOSTRA UTILIZADA: Sangue total colhido em EDTA.

TECNICA UTILIZADA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA -
MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands); Kit P064 B2.

DESCRICAO RESUMIDA DA TECNICA: O MLPA é um teste genético capaz de
realizar uma semiquantificacdo de segmentos cromossémicos, cuja alteracdo
numérica (delecdo ou duplicacdo) seja sabidamente relacionada a presenca de
determinadas sindromes genéticas. O teste analisa as principais sequéncias
relacionadas as sindromes que podem ser detectadas pelo kit, porém, alguns
individuos podem ser portadores de alguma dessas sindromes com alteragées nao

capazes de serem detectadas pelo teste em questéo.

SINDROMES CAPAZES DE SEREM DETECTADAS PELO KIT P064 B2: sindrome
de delecdo 1p36; sindrome de Williams; sindrome de Smith-Magenis; sindrome de
Miller-Dieker; sindrome de dele¢do 22q11.2; sindrome de Prader-Willi; sindrome de
Angelman; sindrome de Alagille; sindrome de Saethre-Chotzen; sindrome de Sotos;

doenca de Canavan.

RESULTADO MLPA: N&o foi detectada nenhuma alteragéo nas sequéncias
analisadas pelo teste MLPA com o kit P064 B2.
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Dra Débora Gusmao Melo
CRM-SP: 89.771

Dr Bruno Garcia Rocha

Dra Adriana Rosolia Costa
CRBM-SP:; 11170

Sabbag

Dr Euclides Matheucci Jr

Orientador

Sao Carlos, de

de 2012.
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8.7. Anexo 7.

Laudo do teste genético positivo

RESULTADO

PACIENTE: DATA DE NASCIMENTO:
SEXO:

MEDICO REQUERENTE: Dra Débora Gusmé&o Melo

ORIENTADORES DA PESQUISA: Dra Débora Gusmdo Melo e Dr. Euclides
Matheucci Jr.

TECNICOS RESPONSAVEIS: Dra Adriana Rosolia Costa; Dr Bruno Garcia Rocha.
EXAME: Pesquisa de microdelecdes cromossdmicas associadas a sindromes
genéticas.

AMOSTRA UTILIZADA: Sangue total colhido em EDTA.

TECNICA UTILIZADA: Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA -
MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands); Kit P064 B2.

DESCRICAO RESUMIDA DA TECNICA: O MLPA é um teste genético capaz de
realizar uma semiquantificacdo de segmentos cromossémicos, cuja alteracao
numérica (delecdo ou duplicacdo) seja sabidamente relacionada a presenca de
determinadas sindromes genéticas. O teste analisa as principais sequéncias
relacionadas as sindromes que podem ser detectadas pelo kit, porém, alguns
individuos podem ser portadores de algumas dessas sindromes com altera¢cdes nao

capazes de serem detectadas pelo teste em questéo.

SINDROMES CAPAZES DE SEREM DETECTADAS PELO KIT P064 B2: sindrome
de delecdo 1p36; sindrome de Williams; sindrome de Smith-Magenis; sindrome de
Miller-Dieker; sindrome de dele¢do 22q11.2; sindrome de Prader-Willi; sindrome de
Angelman; sindrome de Alagille; sindrome de Saethre-Chotzen; sindrome de Sotos;

doenca de Canavan.
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RESULTADO MLPA: Ap6s comparacao da amostra teste co m 5 controles foram

detectadas dele¢cbes nos seguintes genes:

, indicando

que o paciente tem sindrome (CID

demonstrado na Figura 1.

), COmo

Imagem do resultado

Figura 1. Diagrama da andlise dos resultados com a regido deletada indicada pela

seta.
Dra Débora Gusméo Melo Dra Adriana Rosolia Costa  Sabbag
CRM-SP: 89.771 CRBM-SP: 11170
Dr Bruno Garcia Rocha Dr Euclides Matheucci Jr
Orientador
Sao Carlos, de de 2012.
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