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RESUMO

Cada ano nascem, no mundo, 7,6 milhées de criancas com algum defeito congénito
ou doenca genética. Estima-se que no Brasil, sejam 13 milhfes de pessoas
afetadas. No inicio dos anos 2000, movimentos sociais e a pressao de pacientes e
familiares levaram a que a questdo das doencas raras entrasse na agenda da saude
publica e, em 2014, foi publicada pelo Ministério da Saude do Brasil, a Portaria
GM/MS n° 199, que institui a Politica Nacional de Atencao Integral as Pessoas com
Doencas Raras. Nela ficam estabelecidos os principios e diretrizes para o
atendimento integral a estas pessoas no ambito do Sistema Unico de Saude,
incluindo os exames disponibilizados. O objetivo deste trabalho foi estabelecer a
contribuicdo das diferentes metodologias de diagndstico clinico, citogenético e
molecular na elucidagdo diagndstica em pacientes atendidos no Servico de Genética
Médica do Hospital Universitario de Brasilia, visando avaliar a melhora no
diagnéstico com a implantacdo dessa Portaria. Para isso, foram analisados os
prontuarios de 299 pacientes, quanto a sexo, idade, motivo do encaminhamento,
exames genéticos complementares e se foi possivel realizar o diagnéstico baseado
nessas metodologias ou pelo quadro clinico. O diagnéstico clinico foi possivel em
17,7% dos pacientes. O cari6tipo contribuiu para o diagnostico em 14%, a andlise
cromossOmica por microarranjos (CMA) em 6,35%, a pesquisa de mutacdes em
FMR1 para pesquisa da Sindrome do X-fragil em 0,66% e a amplificacdo de
multiplas sondas dependente de ligacdo multiplex (MLPA) em 0,33%. Sessenta por
cento dos pacientes ficaram sem diagndéstico. O rendimento diagndéstico dos exames
foi concordante com os previstos pela literatura. Os exames previstos na Portaria
GM/MS n° 199/2014 aumentaram a possibilidade diagndstica, porém, a demora na
publicacdo da Portaria, fez com que ndo fossem contemplados exames genéticos
mais atuais, que aumentariam ainda mais a chance de diagndstico, principalmente

para as doencgas génicas.

Palavras-chave: doencgas raras, Portaria GM/MS n°199/14, cariétipo, CMA, FMR1,
MLPA.
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ABSTRACT

Every year, 7.6 million children worldwide are born with a birth defect or genetic
disease. It is estimated that in Brazil, 13 million people are affected. In the early
2000s, social movements and patient and family pressure, led to the inclusion of rare
diseases in the public health agenda and, in 2014, Brazil's Ministry of Health
published the Ordinance n ° 199, which established the National Comprehensive
Care for People with Rare Diseases. It established the principles and guidelines for
the integral care of these patients within the scope of the Unified Health System, and
which diagnosis methods should be available. The aim of this work was to establish
the contribution of the different methodos for cytogenetic, molecular and clinical
diagnosis, in the diagnostic elucidation of patients assisted at the Medical Genetic
Service of the Hospital Universitario de Brasilia, aiming to evaluate the improvement
in diagnosis with the implementation of this Ordinance. For that, we evaluated
medical records of 299 patients, regarding sex, age, reason for referral,
complementary genetic tests and whether diagnostic was conclusive based on these
methodos or clinical presentation. Clinical diagnosis was possible in 17.7% of the
patients. The karyotype contributed to the diagnosis in 14%, chromosomal analysis
by microarray (CMA) in 6.35%, mutation screening in FMR1 to investigate the
Fragile- X syndrome in 0.66%, Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) in 0,33%. Sixty percent of the patients remained undiagnosed. The
diagnostic yield of these tests was in agreement with those published elsewhere in
literature. The examinations provided in Ordinance GM/MS n° 199/2014 increased
the diagnostic possibility, but the delay in Ordinance’s publication meant led to
newest genetic tests being left out, which would increase the chance of diagnosis,

especially for the monogenic diseases.

Keywords: rare diseases, Ordinance n ° 199/14, karyotype, CMA, FMR1, MLPA.



Vi

LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Caridtipo masculino NOIMAL............cooeiiiiiiiiee e 17
Figura 2. Identificacdo de uma sequéncia pelo método FISH..............cccccccieeieennnnn. 19
Figura 3. Anélise de DNA pela técnica de Southern BlOt............ccuvveeeiiiiiiiiiiieenennns 20
Figura 4. Sequenciamento 08 SANGET ......... it e e 21
Figura 5. Amplificacdo de uma sequéncia pela técnica de PCR............cccccccceeieenenn. 23
Figura 6. Analise pela técnica de MLPA..........ccooo oo 24
Figura 7. Hibridizacdo Genbmica Comparativa.em arrays...........ccccceevevevvervvvnninieeennns 26
Tabela 1. Idade dos pacientes na primeira consulta................cccocciiiiiiiieiiiiniieeeeeen. 35
Tabela 2. Motivos de encaminhamentO.............uvviieiiiiiiiiiiee e 36
Tabela 3. Resultados dos caridtipos alterados..........cccceeeeeeeeeiiiiiiiiieiee e 38

Tabela 4. Resultados dos cari6tipos normais que permitiram exclusédo da hipétese

(0 [F=To | [0 1S3 (0% TP TTPUPRRR 40
Tabela 5. Solicitacfes e resultado do MLPA.............oooiiiiiiier e, 45
Tabela 6. Resultados alterados do CMA ... 46
Tabela 7. Comparacéo diagnéstica BAC/Oligonucleotideos ............cccoeccvvvvvvvvennn. 48

Tabela 8. Contribuig&o dos diferentes métodos diagnOstiCOS...........oocvvveeeeeericniiennnn. 52



aCGH
ADNPM
BACs

CMA

CNVs
Dl

DNA
ddNTPs
dNTPs

FISH

GWAS

Sus
PNH

MLPA

MS-MLPA

MSP
NGS

qMSP
gPCR

OMS

VI

LISTA DE ABREVIATURAS

Hibridizacdo gendmica comparativa baseada em microarranjos

Atraso no desenvolvimento neuropsicomotor

Cromossomos bacterianos artificiais (Bacterial Artificial Chromosomes)
Andlise cromossémica por microarranjos (Chromosomal Microarray
Analysis)

Variacdes no numero de cépias (Copy Number Variations)

Deficiéncia intelectual

Acido desoxirribonucleico

Dideoxinucleotideos

Deoxinucleotideos

Hibridizacéo in situ por fluorescéncia (Fluorescence In Situ

Hybridization)

Estudos de associagdo gendmica ampla (Genome-wide association

study)
Sistema Unico de Saude
Programa Nacional de Humanizagéo

Amplificacdo de multiplas sondas dependente de ligacao multiplex (

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

Amplificacdo de multiplas sondas dependente de ligacdo multiplex

sensivel a metilacao.

Reacdo em cadeia da polimerase sensivel a metilacdo
Sequenciamento de nova geracao (Next-generation Sequencing)
Reacgdo em cadeia da polimerase em tempo real sensivel a metilacao
Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real

Organizacéo Mundial da Saude



PCR

SNPs

HUB

TEA

unB

VUS

WES

WGS

Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction)

Polimorfismos de um unico nucleotideo (Single Nucleotide

Plymorphisms)

Hospital Universitario de Brasilia
Transtorno do espectro autista
Universidade de Brasilia

Variante de significado desconhecido (Variant of Uncertain

Significance)
Sequenciamento completo do exoma (Whole-exome Sequencing)

Sequenciamento completo do genoma (Whole-genome Sequencing)



SUMARIO
RESUMO........otoietcececeeeeeeee et te ettt e s et te et e e tess s s et et st et et e et e snss s s s et eaateseseseensn e s v
ABSTRACT ...ttt ettt ettt as s ee et et s e et et et et st et e s e en e e s essssaste e s eeeeneeas Vi
LISTA DE FIGURAS E TABELAS.........coovoieteeeeeeeee et eee et en sttt nen s vii
LISTA DE ABREVIATURAS .....cocoiitoeieceeeeete e es ettt en s et tenes e viii
1. INTRODUGAO. ..ottt ettt e ettt e et et et testesbeeteeaeeeaes 11

1.1 Exames genéticos realizados pelo SUS e previstos na Portaria GM/MS

Lt K 1S 2 PSP 16
0 A O T [0 1] o Lo F TP RPTTPPPPRR 16
1.1.3 Identificacdo de uma sequéncia especifica de DNA por FISH.......................... 18
1.1.4 Analise de DNA pela técnica de Southern Blot..............ccooviiriiiiiiccce, 19
1.1.5 Pesquisa de mutagdo por sequenciamento pelo método de Sanger ............... 20
1.1.6 Identificagdo de mutagdes e rearranjos por PCR, gPCR, MSP e gMSP........... 21
1.1.7 Andlise de DNA pelatécnicade MLPA..........cccooiiiiiii i 23
1.1.8 Identificacdo de alteracfes submicroscopicas por aCGH................cceeevvvvnnnnns 25
2. JUSTIFICATIV A et e ettt e e e e e e e e e e eaees 28
3. OBUIETIVOS. ..ot e ettt e e e et e et e e e e aaees 29
3.1 ODJELIVO GEIAL... ...ttt 29
3.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. ....vvuiiiiiiiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 29
4, MATERIAL E METODOS.......ooiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt stens e sresre e eaane s 30
4.1 EXQMES GENETICOS. . .eeeieeiiiiiiitiae e e ettt e e e e ettt e e e e e sttt e e e e e annsaeeeeeesnnnbeeeeeeeeaneeneeas 30
4.1.1 CariOtipo CONVENCIONAL.......cciiiiiiiiiieieei et 31
4.1.2 Extracdo de DNA para realizacdo de exames moleculares...............cccoeveeeeens 31

4.1.2.1 Pesquisa de mutacbes em FMRL1 realizada por PCR..........ccoovviiiiiiiciinnnnnnn. 32



XI

A.1.2.2 MLPA .ottt ettt ettt ettt 32
A.1.2.3 CMA ..ottt ettt ettt 33
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.........oooieeieteeeeeeeeeeeeee e en st 35
B. CONCLUSAO........ccoiicteieee ettt ettt ettt ettt s b 53
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ocoivieeeeeicee e 55
ANEXOS.....ooieceeeeeeeteee e et ee sttt sen s st e ettt et e enas et et et et et ettt n e s tan e 61
ANEXO L.ttt e ettt ettt s en sttt et s s enenen e 61

ANEXO L 64



11

1. INTRODUCAO

Em janeiro de 2014 foi publicada pelo Ministério da Saude a Portaria GM/MS
n° 199, que institui a Politica Nacional de Atencao Integral as pessoas com Doencas
Raras no ambito do Sistema Unico de Saude. Posteriormente alterada pela Portaria
GM/MS n° 981 de 2014, este conjunto de normas estabelece as diretrizes e o0s
incentivos financeiros de custeio para o cuidado integral e multidisciplinar de

pessoas com doencas raras (BRASIL, 2014).

Para efeitos desta Portaria, uma doenca é considerada rara quando afeta
1,3 pessoas para cada 2.000 individuos. Assim mesmo, a Portaria organiza o
cuidado destas pessoas segundo a etiologia das doencas raras, classificando-as em
dois eixos. No primeiro eixo, encontram-se as doencas raras de origem genética, o
gue corresponde a 80% do total. No segundo eixo, estdo alocadas as doencas raras
nao genéticas e doencas raras infecciosas, inflamatorias e autoimunes (BRASIL,
2014).

A etiologia das doencas raras de origem genética € variada e pode ser
dividida em cromossomopatias, doencas monogénicas, doencas multifatoriais e
doencas genéticas de células somaticas (WHO, 2000; RIMOIN; PYERITZ; KORF,
2013).

As cromossomopatias se caracterizam por uma variagdo no ndmero ou
estrutura dos cromossomos, com uma frequéncia de rearranjos estruturais e de
aneuploidias em recém-nascidos vivos de aproximadamente 9,2/1.000 e 3/1.000,
respectivamente. Este nimero € ainda maior se considerarmos 0s casos de aborto
espontaneo e os natimortos (RIMOIN; PYERITZ; KORF, 2013).

As doencas monogénicas surgem a partir de mutacbées em um ou nos dois
alelos de um gene de um autossomo ou cromossomo sexual ou em um gene
mitocondrial. N&o existem dados precisos acerca da frequéncia desse tipo de
alteracdo, mas trabalhos iniciais estimaram uma incidéncia global de tracos
autossémicos dominantes de 7/1.000 nascidos vivos, tracos autossdmicos
recessivos de 2,5/1.000 nascidos vivos, e doencas ligadas ao cromossomo X de
0,5/1.000 nascidos vivos. A frequéncia combinada destas € de 10/1.000 nascidos

vivos (1%). Cabe destacar que esse numero praticamente dobrou com o
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reconhecimento de novas entidades, o avango na tecnologia do DNA (que permitiu
identificar individuos assintomaticos portadores de mutacdes), o fato de que
diferentes mutacdes em um mesmo gene podem causar diferentes quadros clinicos,
o diagndstico de doencas de surgimento em idade mais avancada e a sobreposicao
com as doencgas multifatoriais (RIMOIN; PYERITZ; KORF, 2013).

As doencas multifatoriais resultam da interagdo de um ou mais genes com
um ou mais fatores ambientais. Acredita-se que cerca de metade de todas as
malformacBes congénitas e muitas doencas crbnicas comuns nos adultos, como
hipertensdo, psicose e aterosclerose se enquadrem nesse grupo de doencas
(RIMOIN; PYERITZ; KORF, 2013).

Finalmente, as doencas genéticas de células somaticas incluem as
mutacBes que originam células cancerigenas e 0 mosaicismo somatico ou
germinativo para doencas monogénicas (RIMOIN; PYERITZ; KORF, 2013).

Embora as doencas genéticas sejam raras individualmente, podem ser
consideradas relativamente frequentes em conjunto. Em 1999 um grupo de
assessores da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) revisou a epidemiologia das
doencas congénitas e genéticas e indicou que a carga das doencas congénitas nos
paises em desenvolvimento € tanto ou maior que nos paises desenvolvidos (WHO,
2000). Cada ano, 7,6 milhdes de criangas no mundo, nasce com alguma doenca
genética ou defeito congénito; 95% destas criancas sdo habitantes de paises em
desenvolvimento (MARQUES-DE-FARIA et al., 2004). No Reino Unido, estas
doencas afetam de 1 a 2% dos nascidos vivos e, nos Estados Unidos,
aproximadamente 2,5% (ABOUT..., 2018; PREVALENCE..., 2018). Considerando
todas as faixas etarias, entre 6 e 8%, isto é, de 420 a 560 milh6es de pessoas, sao
portadoras de uma doenca genética. Por essa estimativa, teriamos no Brasil um total
de 13 milhdes de afetados (INTERFARMA, 2013, p. 8). Neste pais, numa andlise
baseada em dados levantados do DATASUS, 0,65% dos nascidos vivos foram
registrados como tendo uma anomalia congénita; contudo, estima-se que este valor
ndo é confiavel devido a discordancias entre as declaracdes de 6bito em decorréncia
de malformacgbes congénitas e as declaracdes de nascidos vivos (HOROVITZ,
2011).
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Das aproximadamente 7.000 doencas raras ja descritas, 75% se manifestam
nos primeiros cinco anos de vida e 95% n&o possuem tratamento, requerendo
cuidados em servicos especializados e de reabilitacdo. Assim, estes numeros
demonstram a necessidade do estabelecimento de politicas publicas para lidar com
a problemética das doencas raras (WRIGHT; FITZPATRICK; FIRTH, 2018;
INTERFARMA, 2013).

Apesar destes dados, até algumas décadas atrds as doengas raras nao
contavam dentre as prioridades dos servicos de saude. Movimentos sociais e a
pressdo de pacientes e familiares levaram a que este panorama comecasse a
mudar. Podem-se identificar dois fatores que contribuiram neste processo. Por um
lado a diminui¢cdo, no Brasil e no mundo, da mortalidade infantil associada a causas
infecciosas e nutricionais, levando a um maior destaque das doencas congénitas
como causa de morbimortalidade para essa faixa etaria (UNICEF, 2013; BRYCE;
VICTORA,; BLACK, 2013; VIEIRA, 2012). Do outro, o enorme avan¢o do campo da
genética. O anuncio e posterior publicacdo do sequenciamento do genoma humano
em 2001 teve como resultado um maior conhecimento das bases moleculares da
vida e da tecnologia do DNA, com a consequente melhora na area da saude de
forma global. Este aumento da informacao disponivel trouxe beneficios nas areas de
prevencdo, diagnéstico e manejo das doencas genéticas, associados a uma
crescente preocupacdo com as questdes éticas e legais relacionadas a pesquisa
gendbmica, assim como com a possibilidade de que este desenvolvimento
aumentasse o distanciamento entre paises com altos e baixos recursos (WHO,
2002; ALWAN; MODELL, 2003). Historicamente e de forma errbnea, 0s servigos de
genética tém sido associados a tecnologias de alto custo, sem levar em
consideracdo que o reconhecimento e a prevencdo das doencas genéticas, em
verdade diminuem os valores gastos com a saude dos individuos portadores deste
tipo de doencas. Isso explica que esfor¢cos globais tenham sido realizados para
assegurar que uma maior parcela da populacdo tenha acesso a prevencdo e ao
melhor cuidado possivel das doengas genéticas e defeitos congénitos, assim como

para o fortalecimento dos lagos entre 0s servi¢cos de genética e a atencao primaria.

Segundo a OMS, é necessario conhecer a epidemiologia das doencas
genéticas em uma determinada regido, para a sua abordagem e controle, de forma

que seja possivel identificar areas prioritarias para intervencdo, planejamento e
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desenvolvimento de sistemas educativos e de supervisdo (MARQUES-DE-FARIA et
al., 2004; WHO, 2000) .

Em 2002, um grupo de cientistas de diferentes paises publicou uma série de
recomendacdes para o estabelecimento de servigos de genética e para a introducéo
de uma abordagem molecular tanto no sistema de salde como na &rea de pesquisa,

tendo como foco principal os paises de baixos recursos (ALWAN; MODELL, 2003).

Para o estabelecimento de servicos de genética, consideraram necessaria a
criacdo de um grupo de médicos treinados e acesso a métodos diagnosticos
citogenéticos, bioquimicos e moleculares (ALWAN; MODELL, 2003).

Como recomendacdes, estabeleceram quatro estratégias principais: nomear
um representante do Ministério da Saude para coordenar as atividades em Genética
Médica; criar uma equipe multidisciplinar para a realizacdo das tarefas em
colaboragdo com o coordenador nacional; compartilhar o conhecimento e o
desenvolvimento entre as diferentes regides do pais; coletar dados e publicar os
resultados dos programas (ALWAN; MODELL, 2003).

Nesse contexto, comecaram a serem discutidas em diferentes lugares do
mundo, politicas publicas de abordagem a questdo das doencas raras, com a
criacdo, por exemplo, do Programa Nacional Portugués para Doencas Raras e o
Plano Nacional Francés para Doencas Raras. Além disso, as legislacdes vigentes
referentes as doencas raras tanto nos Estados Unidos como em paises membros da
Unido Europeia, sao orientadas por diretrizes do Orphan Drug Act, de 1983, com
emendas posteriores, e pela Resolution EC n° 141/2000 (SOUSA; SA, 2015).

No Brasil, desde o ano 2001 comecaram a ser discutidas as politicas
publicas especificas para as doencas raras. Em 2004 o Ministério da Saude criou
um grupo de trabalho que culminou com a publicacdo, em 20 de janeiro de 2009, da
Portaria GM/MS n° 81 que instituiu no ambito do Sistema Unico de Saude (SUS) a
Politica Nacional de Atencdo Integral em Genética Clinica (BRASIL, 2009). Esta
Portaria leva em consideracdo os dados jA mencionados em relacdo a incidéncia e
prevaléncia das doencas genéticas e a necessidade de estruturacdo de uma rede de
servicos em genética regionalizada e hierarquizada, no ambito do SUS, dando
atencdo a importancia do aconselhamento genético e das medidas preventivas e

terapéuticas. Considera a necessidade de estabelecer critérios de credenciamento e
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habilitacdo dos servicos e determina as atribuicdes e competéncias de cada esfera
de governo. Contudo, ainda outros cinco anos se passaram até que uma lei

suplementar organizasse e regulasse esta Portaria.

Em 2012 foi criado pelo Ministério da Saude um outro grupo de trabalho para
a formulacdo de uma Politica Nacional de Doencas Raras no SUS, resultando na
publicacdo da Portaria GM/MS n° 199 em 2014 (BRASIL, 2014).

A Portaria GM/MS n° 199, de 30 de janeiro de 2014 (com alteracbes
posteriores pela Portaria GM/MS n° 981, de 2014), institui a Politica Nacional de
Atencdo Integral as Pessoas com Doencas Raras. Nela ficam estabelecidos os
principios e diretrizes para o atendimento integral destas pessoas no ambito do
SUS. Como referido anteriormente, organiza os cuidados em dois eixos e estrutura
as linhas de atencdo em Atencdo Basica, Atencdo Especializada e Atencao
Domiciliar. Além disso, estabelece as responsabilidades de cada esfera do governo,
indica como ocorrerd a avaliacdo e monitoramento dos servicos de saude

credenciados e determina questdes relativas ao financiamento (BRASIL, 2014).

A Atencdo Bésica € a porta de entrada preferencial do usuéario na rede. E
responsavel pela coordenacao do cuidado e a atencdo continua da populacdo sob
seu territério de responsabilidade. Seu campo de ac¢éo inclui as a¢cdes de promocao
da saulde, diagnéstico precoce, encaminhamento oportuno, coordenacdo e
manutencdo dos cuidados, avaliagdo de vulnerabilidades, reducdo de danos,
registro de informacgdes, acolhimento, humanizacdo e estruturacdo dos cuidados

domiciliares, todos voltados as pessoas com doencas raras.

A Atencéo Especializada compreende locais de aten¢gdo com maior acesso a
tecnologia e atendimento ambulatorial especializado, de urgéncias e hospitalar.
Estes locais apoiam e complementam o0s servicos da Atencdo Basica e estédo
compostos pelo Servico de Atencdo Especializada em Doencgas Raras e 0 Servigo
de Referéncia em Doencas Raras. No primeiro, serdo oferecidos os cuidados para
uma ou mais doencas raras. Nos Servicos de Referéncia, o atendimento sera para

doencas raras de, no minimo, dois eixos assistenciais.

Finalmente, a Atencdo Domiciliar, integrada aos dois niveis de atencao
previamente descritos, tem o intuito de implantar o acolhimento e a humanizacao de

acordo com a Politica Nacional de Humanizacdo (PNH), promover a melhora da
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qualidade de vida no ambiente familiar e a autonomia das pessoas com doengas

raras, assim como orientar e dar apoio aos familiares e cuidadores destas pessoas.

Além do anterior, a Portaria GM/MS n° 199/2014 também estabelece os
procedimentos relacionados ao atendimento das pessoas com doencas raras,
determinando como deve estar composta a equipe de profissionais e quais sao 0s
exames que devem ser garantidos. Dentre os exames de analise de DNA se
encontram: analise de DNA pelas técnicas de Southern Blot e amplificacdo de
multiplas sondas dependente de ligacdo multiplex (MLPA, Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification); identificacdo de mutacdes e rearranjos por reacao
em cadeia da polimerase (PCR, Polymerase Chain Reaction), PCR sensivel a
metilacdo (MSP), PCR em tempo real (QPCR) e PCR em tempo real sensivel a
metilacdo (gMSP); identificacdo de sequéncia especifica de DNA por hibridacao in
situ por fluorescéncia (FISH, Fluorescence In Situ Hybridization); identificacdo de
alteracdo submicroscopica por hibridizacdo genémica comparativa baseada em
microarranjos (aCGH) e pesquisa de mutacao por sequenciamento pelo método de
Sanger de uma sequéncia de DNA de até 500 pares de bases. O cariétipo néo

consta na Portaria porque ja formava parte dos procedimentos realizados pelo SUS.

1.1 Exames genéticos realizados pelo SUS e previstos na Portaria GM/MS
n°199/2014

1.1.2 Cariétipo

A palavra cariétipo se refere a constituicio cromossémica das células
somaticas de um individuo; a representacao grafica dos cromossomos € chamada
de cariograma (BEIGUELMAN, 1982). Na década de 1950 comecaram a serem
desenvolvidas diferentes técnicas que melhoraram a identificacdo dos cromossomos
e em 1959 foi demonstrada a aplicacdo médica, com o descobrimento das bases
cromossOmicas da Sindrome Down, Klinefelter e Turner (McKINLAY GARDNER,;
SUTHERLAND; SHAFFER, 2012). A partir de 1970 foram desenvolvidas varias
técnicas de coloracdo dos cromossomos que permitiram identificar diferentes regides
nas cromatides, as bandas cromossomicas, e assim, estender o uso deste exame na

pratica clinica. O método convencional de analise dos cromossomos através do
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cariotipo é aquele obtido a partir da cultura de linfocitos de sangue periférico, com a
técnica de bandeamento G e analise em microscopio Optico. Possibilita a deteccdo
de anomalias cromossOmicas, isto €, aneuploidias (alteracdo no numero de
Cromossomos) e rearranjos estruturais, porém tem como limitacdo o baixo limite de

resolucdo (5-10Mb) e a necessidade de cultura de células.

As indicacdes para a realizacdo da analise cromossdmica séo infertilidade
conjugal, aborto recorrente, disturbios da diferenciacdo sexual, histéria familiar de
anomalia cromossOmica, analise cromossOmica fetal nos casos de gestacdo em
mulher de idade avancada (acima dos 35 anos), natimorto, neoplasias (em amostras
tumorais ou da medula 6Ossea), baixa estatura, déficit de crescimento, facies
dismorfica, atraso no desenvolvimento e deficiéncia mental. Até o surgimento e
maior disponibilidade da analise cromoss6mica por microarranjos, o cariotipo era
considerado o primeiro exame a ser realizado em individuos com deficiéncia mental
e/ou malformacdes congénitas multiplas, conseguindo detectar alguma anomalia em
3% desses casos, excluindo a Sindrome Down e outras sindromes cromossémicas
bem definidas (Figura 1).
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Figura 1. Caridtipo masculino normal.
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1.1.3 Identificacdo de uma sequéncia especifica de DNA por FISH

A hibridacéo in situ por fluorescéncia (FISH) foi descrita pela primeira vez
por Gall & Pardue em 1969. E um método de citogenética molecular baseado na
utilizacdo de uma sonda de DNA, que € um fragmento de DNA clonado, e sua
ligagdo a sequéncia alvo. Inicialmente, a sonda é marcada de forma direta ou
indireta. Para a marcacgédo direta se utilizam nucleotideos modificados contendo um
fluoréforo. Na marcacédo indireta, os nucleotideos modificados contém um hapteno.
A seguir, a sonda marcada e a sequéncia alvo sdo desnaturadas e, posteriormente,
a combinacdo delas permite o anelamento por complementaridade de bases. Os
hibridos formados entre as sondas marcadas e as sequéncias alvo nos
cromossomos fixados em laminas, podem ser detectados no microscépio de
fluorescéncia (O’'CONNOR, 2008) (Figura 2).

Esta técnica permite a deteccdo de sequéncias especificas nos
cromossomos e auxilia no diagnostico de alteracdes cromossémicas, tais como
delecdes, duplicacbes e translocacbes, como por exemplo: identificacdo dos pontos
de quebra nas translocac¢des, deteccao do rearranjo BCR-ABL na leucemia mieloide
cronica, duplicacdo no cromossomo 17 na doenca Charcot-Marie-Tooth tipo 1A,
pesquisa de delecdes subteloméricas, pesquisa da sindrome de delecdo 22q11.2

(Sindrome DiGeorge/Velocardiofacial).
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Figura 2. Identificacdo de uma sequéncia pelo método FISH: a) sondas e sequéncia alvo, b)
marcacdo da sonda com hapteno (hapten) ou fluor6foro (fluorophore), c) desnaturagdo da
sonda e da sequéncia alvo, d) hibridacéo, e) reconhecimento do hapteno (De O’Connor C;
Fluorecence In Situ Hybridization. Nature Education, 2008).

1.1.4 Andlise de DNA pela técnica de Southern Blot

Descrita por Southern em 1975, esta técnica permite a deteccdo de
sequéncias especificas de fragmentos de DNA. Para isso, o DNA genbmico é
digerido por enzimas de restricdo e posteriormente os fragmentos sdo separados em
diferentes tamanhos mediante a eletroforese em gel de agarose. A seguir, a fita de
DNA é desnaturada com o uso de uma solug¢édo alcalina e transferida para uma
membrana de nylon ou nitrocelulosa por capilaridade. Os fragmentos de DNA séo
imobilizados na membrana e hibridizados com sondas marcadas (radioativas,
fluorescentes ou cromogénicas), complementares a sequéncia de interesse.
Finalmente, diferentes técnicas de deteccdo da sonda permitem analisar se a
sequencia de interesse estd ou ndo presente na amostra analisada (SOUTHERN,
1975) (Figura3).
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O Southern Blot pode ser usado para determinar o tamanho de um
fragmento de restricdo em particular, estudar rearranjos génicos normais, rearranjos
cromossémicos ou translocacbes em oncogenes em células tumorais e para
determinar o numero de copias de um gene no genoma (GLENN; ANDREOU, 2013).
Tradicionalmente, associado a PCR, era considerado o método padrdo ouro para o
diagnostico da Sindrome do X-fragil (TASSONE, 2015). Hoje essa técnica é pouco
utilizada por ser de alto custo, trabalhosa e, em muitos casos, fazer uso de isétopos

radioativos, 0 que requer uma estrutura laboratorial adaptada para tal.
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Figura 3. Anélise de DNA pela técnica de Southern Blot. (De Watson JD, Gilman M, Witkowski
J, Zoller M; Recombinant DNA. 2d ed. Scientific American Books, 1992).

1.1.5 Pesquisa de mutacao por sequenciamento pelo método de Sanger

Descrito por Sanger em 1977, este método permite determinar a sequéncia
de nucleotideos na cadeia de DNA. Chamada também de técnica dideoxi ou de
“terminagéo da cadeia”, o principio se fundamenta no uso de analogos quimicos de
deoxinucleotideos trifosfato (ANTPs), os dideoxinucleotideos trifosfato (ddNTPS),
nucleotideos sem o grupo 3’ hidroxil, necessario para a extensao das cadeias de
DNA. Assim, o dNTP ndo pode formar uma ligagdo com o grupo 5’ fosfato do
seguinte dNTP. Misturando ddNTPs marcados com diferentes fluorescéncias e

dNTPs a reacdo de sintese de DNA se tem como resultado a formacdo de cadeias
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de DNA de diferentes tamanhos, devido a que os ddNTPs se ligam aleatoriamente a

cadeia em construcdo. Os fragmentos de DNA sao separados por tamanho e,

finalmente, a sequéncia resultante é analisada em um cromatograma (Figura 4).
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Figura 4. Sequenciamento de Sanger: A) comparacdo entre dideoxinucleotideo trifosfato
(ddNTP) e deoxinucleotideo trifosfato (ANTP), o primeiro com hidrogénio (H) e o segundo com
o grupo hidroxila (OH) na posicao 3’. B) A ligacdo de ddNTP impede a extensdo da cadeia de
DNA. C) Os fragmentos de DNA sao separados por tamanho. D) Andlise da sequéncia em um
cromatograma (Modificado de McGovern R, Thesis at ResearchGate, 2015).
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1.1.6 Identificacdo de mutacdes e rearranjos por PCR, gPCR, MSP e qMSP

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi descrita pela primeira vez em
1985 por Saiki et al. e por Mullis e Faloona em 1987, como método para amplificar a
sequencia gendmica da beta globina, para o diagnostico da doenca falciforme.
Pode-se dizer que é uma técnica para copiar DNA in vitro, jA que permite a
multiplicacdo de uma sequencia especifica desse &cido nucleico em até 10° vezes
(Figura 5). A PCR é amplamente utilizada em biologia molecular e desde a sua
descricdo, véarias modificacdes foram introduzidas a técnica original, o que
possibilitou ainda mais seu uso extensivo na area. Pode ser utilizada para pesquisa
de rearranjos cromossomicos, variagbes nas sequencias de nucleotideos,
sequenciamento direto do DNA gendmico e mitocondrial e para a deteccdo de

patogenos (ELKINS, 2015).

A PCR em tempo real (RT-PCR) é um método semi-quantitativo (QPCR) que
permite a visualizacdo direta dos produtos da PCR mediante a adicdo de sondas

fluorescentes a reacdo, e a utilizacdo de um equipamento capaz de detectar a
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fluorescéncia. E um método sensivel e rapido utilizado tanto na pesquisa de
patbgenos como para a deteccdo de mutagBes ou de polimorfismos de um Unico
nucleotideo (HAAS; TORRES, 2016; MATSUDA, 2017).

As técnicas sensiveis a metilacdo sao utilizadas principalmente para
pesquisa de metilacdo aberrante em genes associados a cancer (HERMAN et al.,
1996; LILOGLOU; NIKOLAIDIS, 2013).

A PCR metilacdo especifica (MSP) é um meétodo de PCR sensivel e
especifico para a deteccdo do estado de metilacdo de sitios CpGs dentro de uma
ilha CpG. Inicialmente, o DNA ¢ tratado com bissulfito, convertendo quimicamente
citocinas ndo metiladas em uracilo. Subsequentemente, para a amplificacdo, sao
utilizados primers que distinguem regides metiladas de regides ndo metiladas.
Finalmente, a presenca ou auséncia de alelos metilados € avaliada qualitativamente
através da eletroforese em gel dos produtos da PCR. (HERMAN et al.; GALRAO,
2011).

A PCR quantitativa metilacdo especifica (QMSP) consiste na técnica da RT-
PCR associada a MSP, o que possibilita quantificar a metilacdo. O ensaio foi
designado para amplificar especificamente sequencias de DNA metiladas tratadas
com bissulfito. Para isso, sdo utilizados pares de primers associados a sondas
fluorescentes, um par primer-sonda dirigido a pesquisa da sequéncia metilada de
interesse e um segundo par como controle interno. O nivel de metilagdo
corresponde a relacdo entre o valor da amplificacdo da sequéncia de interesse e a
do controle interno (GALRAO, 2011).
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Figura 5. Amplificacdo de uma sequéncia pela técnica de PCR (De Vierstracte A, 1999).

1.1.7 Anélise de DNA pela técnica de MLPA

E um método que permite detectar pequenas mudancas no numero de
copias de até sessenta sequéncias gendmicas de DNA em uma Unica reacdo. E
utilizado principalmente para o diagnostico de sindromes de microdelecdo, delecdes
subteloméricas e duplicacbes, assim como para analise de regides gendmicas
complexas (pseudogenes) e do estado de metilacdo em regides sujeitas a imprinting
gendmico. Inicialmente € realizada a desnaturacdo do DNA. A seguir, a sequéncia
alvo na fita de DNA é hibridizada com sondas que serdo ligadas e amplificadas por
PCR. Posteriormente os fragmentos sdo separados por eletroforese capilar e
finalmente, sdo comparados os picos obtidos com amostras de referéncia, indicando

guais sequéncias mostram um namero aberrante de copias (Figura 6).

Os usos do MLPA sdo multiplos, os principais sdo a investigacdo de
sindromes de predisposi¢cdo ao cancer, doengas neuromusculares, sindromes com
deficiéncia intelectual e malformagdes congénitas, aberragcbes cromossdmicas e
deteccdo do padrdo de metilacdo em células normais e em amostras de tumores

sélidos.

Trata-se de um meétodo diagndstico rapido, facil de ser interpretado, com
uma boa relacéo custo-beneficio, capacidade de detectar variacdes de até um unico

nucleotideo e com a vantagem de que podem ser realizadas até 96 andlises ao
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mesmo tempo, com kits comerciais para mais de 400 aplicacdes (EIJK-VAN OS;
SCHOUTEN, 2011).

O MLPA pode ser utilizado como método de rastreio de variagdes de niamero
de cépias buscando, por exemplo, alteracdes subteloméricas; ou pode ser usado

como teste confirmatério quando h& suspeita de doenca genética especifica.

O MS-MLPA, variante da técnica que permite a deteccdo do padrdo de
metilacdo de sequéncias de interesse, é hoje considerado o padrdo ouro para
diagnoéstico de diversas sindromes genéticas como as sindromes de Prader-Willi e

Angelman, e de Beckwith-Wiedemann e Silver-Russell.
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b. Analysis and Repaorting: CoffalyserMet parforms a quality check and calculates probe ratios
A probe ratic of 1,0 signifies a normal diploid copy number; a probe ratio of 0.5 a heterozygous delation

REFEREMCE SANPLE 1 TEST SAMPLE ¥

L L] L ]

"e -~ Aiin
[COFFALVSERD.T]

Figura 6. Andlise pela técnica de MLPA: 1. Desnaturacdo. 2. Hibridacdo. 3. Ligacao. 4.
Amplificacdo. 5. Separacao de fragmentos. 6. Analise e reporte de dados (De MRC-Holland

MLPA®, disponivel na pagina web da empresa).

1.1.8 Identificacdo de alteracdes submicroscépicas por aCGH

A hibridizacdo gendmica comparativa (CGH) tem sido utilizada desde a
década de 1990 para a deteccdo de alteracbes genbmicas em amostras tumorais
(SOLINAS-TOLDO et al., 1997). Em 2003 foi publicada a construcéo e aplicacao de
microarranjos ou microarrays de todo o0 genoma, para a identificacdo de
microdelecbes e microduplicacdes, novas e ja conhecidas, em pacientes com
deficiéncia mental e malformacdes. Pela técnica, amostras de DNA de interesse e
amostras controle, sdo marcadas com um corante fluorescente e hibridizadas a um
microarranjo, tipicamente uma lamina de vidro. Calculando a relagédo entre a
intensidade de sinal da amostra de interesse e a do controle, perdas e ganhos de

material cromossémico podem ser identificados (VISSERS, 2003).

Para a realizacdo do aCGH, inicialmente eram utilizados segmentos de DNA
clonados em cromossomos bacterianos artificiais (BACs, Bacterial Atrtificial
Chromosomes), mas ao longo dos ultimos anos, os avanc¢os e o desenvolvimento da
técnica, permitiram que a maioria dos laboratérios, tanto os de analises clinicas
como os de pesquisa, passasse a se valer do uso de oligonucleotideos sintéticos e
arranjos (arrays) de polimorfismos de um dnico nucleotideo (SNPs, Single
Nucleotide Plymorphisms) para a pesquisa de variacbes no numero de copias no
genoma humano (CNVs, Copy Number Variations). Os oligonucleotideos sintéticos

permitem aumentar o nivel de resolucdo e a customizagcdo do microarranjo, e a
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variedade de opg¢les levou a que a técnica seja denominada, em conjunto, analise
cromossOmica por microarranjos (CMA, Chromosomal Microarray Analysis) (BRADY;
VERMEESCH, 2012).

Essa técnica permite um rastreio de todo o genoma para delecbes e
duplicacbes e constitui hoje o principal método de investigacdo de alteracdes
cromossbmicas em pacientes sem suspeita clinica de sindrome genética definida.
Em alguns centros no exterior, principalmente na Europa, o CMA é o exame de
primeira linha para pacientes com doencas genéticas sendo realizado antes mesmo
do exame de caridtipo. Essa escolha se deve ao alto poder de deteccao da técnica,
de aproximadamente 15 a 25% de alteracdes em pacientes com malformagdes
congénitas e deficiéncia intelectual (MILLER et al., 2010) e a falta de pessoal

capacitado para a analise do cariotipo.
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2014
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Em definitiva, a Portaria GM/MS n° 199/2014, garante a disponibilidade de
métodos para pesquisa, principalmente, de sindromes cromossémicas e de
sindromes que cursam com deficiéncia mental e malformagfes congénitas multiplas,
como a Sindrome do X-fragil, sindromes de microdelec¢des, microduplicacdes e com
padrao de metilagcdo anormal. Para a deteccao de alteracbes génicas, oferece
técnicas que permitem a analise de um Unico gene e uma Unica mutacao por ensaio,
como a PCR e o sequenciamento pelo método de Sanger, este ultimo sendo um
método caro e laborioso para o estudo de genes com maior niumero de éxons.
Assim, a demora na publicacdo desta Portaria quando comparada as politicas
publicas adotadas em outros lugares do mundo, fez com que ndo tenham sido
contemplados métodos de diagndéstico genético mais modernos e eficazes, como o
sequenciamento de nova geracao para analise completa do exoma e realizacdo de
painéis de genes, e exames moleculares para a Sindrome do X-fragil sem
necessidade do uso de Southern Blot.
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2. JUSTIFICATIVA

De acordo com as recomendacdes da OMS é necessario conhecer a
epidemiologia das doencas genéticas em uma determinada regido para o
planejamento, a melhor alocacdo de recursos, supervisdo e educacédo de todos 0s
atores envolvidos nos cuidados das pessoas com doencgas raras.

Este trabalho visa fornecer um panorama das doencas genéticas atendidas
no Servico de Genética Médica do Hospital Universitario de Brasilia (HUB), a
contribuicdo da avaliagdo médica especializada e dos exames citogenéticos e
moleculares no diagnéstico deste tipo de doencas e a identificacdo dos recursos
disponiveis e necessarios para o funcionamento de um Centro de Referéncia em
Doencas Raras neste hospital. Cabe destacar que este € o primeiro e Unico estudo

com essas caracteristicas a ser realizado na regido.

Assim, os resultados gerados permitirdo conhecer a epidemiologia das
doencas congénitas no Servico; colaborar com a definicdo de prioridades na area;
selecionar entre as possiveis intervencdes; avaliar os recursos requeridos; educar e
treinar profissionais e, finalmente, atuar na area de prevencdo desse tipo de

doencas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Estabelecer a contribuicdo de diferentes metodologias de diagndstico clinico,
citogenético e molecular na elucidagdo diagnostica em pacientes usuarios do
Sistema Unico de Sautde atendidos no Servico de Genética Médica do HUB, visando
avaliar a melhora no diagnostico com a implantacdo da Portaria GM/MS n°
199/2014.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Tracar o perfil epidemioldgico dos individuos atendidos no Servico de Genética
Médica do HUB.

3.2.2 Quantificar os exames complementares genéticos realizados.

3.2.3 Avaliar se foi possivel o esclarecimento diagnéstico apenas com exame clinico

ou com a realizacdo de exame genético.

3.2.4 Comparar o rendimento diagnéstico dos exames genéticos realizados no

Servigco de Genética Médica do HUB com os dados da literatura.
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4. MATERIAL E METODOS

Estudo observacional, transversal e retrospectivo, baseado na analise de
302 prontudrios correspondentes a individuos atendidos pela primeira vez no
Servigo de Genética Médica do Hospital Universitario de Brasilia durante o periodo
de oito de novembro de 2013 a primeiro de dezembro de 2014. Para fins da analise
da amostra, foram desconsideradas as avaliacbes e exames complementares de
familiares dos probandos. Assim, foram avaliados o sexo, a idade dos individuos e o
motivo do encaminhamento para tracar um perfil epidemiolégico dos pacientes
atendidos no Servico, os exames complementares genéticos realizados e se foi
possivel chegar a um diagnéstico apenas pelo exame clinico ou através destes

meétodos diagnosticos.

Os dados foram colhidos e analisados em tabela Microsoft® Excel Office
2010, onde constava o numero de cadastro na pesquisa, numero do prontudrio,
nome, sexo, data de nascimento, resumo clinico, hipotese diagndstica, extracdo de
DNA, exame genético complementar realizado, se foi possivel a confirmacéo

diagnoéstica e com qué método.

Os responsaveis dos pacientes, que aceitaram participar do estudo
“Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico”, assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. Assim mesmo, permitiram a coleta de sangue do
probando e, se preciso dos familiares, para a realizacdo de exames moleculares e a

publicacao dos dados e fotos em reunides e publicacdes cientificas (Anexo I).

Este trabalho foi aprovado do pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade

de Medicina da Universidade de Brasilia (Anexo II)

4.1 Exames genéticos

Para a quantificacdo e avaliacdo do rendimento diagnostico dos exames
genéticos realizados no Servico de Genética Médica do HUB, foram colhidos os
dados constantes nos prontuarios dos pacientes, a respeito dos exames realizados e
solicitados segundo critério médico. Os exames disponiveis no Laboratério de

Genética Clinica da Universidade de Brasilia (UnB) sdo: cari6tipo convencional com
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bandeamento G e com pesquisa de quebras cromossOmicas, pesquisa de mutacdes
em FMR1 (Sindrome do X-fragil) realizada pela técnica de Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), amplificacdo de multiplas sondas dependente de ligacéo
multiplex (MLPA - Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) e analise

cromossOmica por microarranjos (CMA - Chromosomal Microarray Analysis).

4.1.1 Cariotipo convencional

Para analise cromossomica foi realizada a cultura de linfocitos, obtidos a
partir de sangue periférico misturados com meio de cultura RPMI, fitohemaglutinina,
soro fetal bovino e antibidtico estreptomicina ou penicilina. Apds aproximadamente
72 horas, foi acrescentada colchicina a cultura e posteriormente foi efetuada a
hipotonizacdo. O material obtido foi gotejado nas laminas e tratado com tripsina em
solucéo salina. Finalmente, as laminas foram coradas com uma Solugéo de Giemsa.
A andlise foi realizada em microscopio 6ptico com um indice de resolucdo de 450
bandas. Os caribtipos foram analisados pela Professora Doutora Iris Ferrari do
Laboratorio de Genética Clinica da UnB.

Para a pesquisa de quebras cromossomicas foi utilizada mitomicina como
agente indutor de quebras e realizada cultura do paciente e de individuo controle
para se avaliar a porcentagem de quebras cromossomicas obtidas.

4.1.2 Extracdo de DNA para realizacdo de exames moleculares

A extracdo de DNA foi realizada com o método Puregene

(www.puregene.com) de acordo com as seguintes etapas: lise celular, precipitacao

das proteinas e precipitacdo do DNA. A lise celular foi obtida pela mistura do sangue
com as solucdes de lise RBC e CLS. A continuagcdo, para a precipitacdo das
proteinas, foi adicionada solucdo de precipitacdo de proteina ao lisado celular. Para
a fase de precipitagdo do DNA foi transferido o sobrenadante para outro tubo
contendo 3mL de isopropanol 100%. A mistura foi centrifugada e o sobrenadante foi
retirado. O mesmo procedimento foi realizado mais uma vez, mas com etanol 70%
em vez de isopropanol. Finalmente, apds 20 min do material ter sido secado foi
adicionada solucao TE (Tris-HCL e EDTA). O DNA foi armazenado em freezer de 2
a 8°C.


http://www.puregene.com/
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As amostras de DNA foram quantificadas no espectrofotometro NanoVue

Plus (GE Healthcare Life Sciences, EUA) em concentragao de ng/uL.

4.1.2.1 Pesquisa de mutacfes em FMRL1 realizada por PCR.

Foi realizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para amplificacéo
da regido CGG do gene FMR1. Na reacdo de PCR foram utilizados os iniciadores
(primers) ¢ 5-GCT CAG CTC CGT TTC GGT TTC ACT TCC GGT-3" eo f 5-AGC
CCC GCA CTT CCA CCA CCA GCT CCT CCA-3". A amplificacao foi realizada a
partir da mistura do DNA gendmico com o0s dois primers, Deoxyribonucleotide
triphosphate (DNTP), solucdo 5x Q-solution (Qiagen), Buffer e Platinum Tag DNA
polimerase (Invitrogen). Procedeu-se com a amplificacdo mediante 34 ciclos
iniciados com desnaturacdo a 94°C por 4 minutos, seguidos de desnaturacdo a 98
°C por 45 segundos, anelamento a 64°C por 45 segundos, extensao a 72°C por 2

minutos e extenséo final a 72°C por 10 minutos.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose para
verificacdo da amplificacdo ou ndo do produto, utilizando uma mistura do material

amplificado e uma solucao tampéo de corrida.

4.1.2.2 MLPA

Para a investigacdo de delecbes ou duplicacdes nos genes candidatos
utilizamos a técnica Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA). Essa
técnica é um método simples, sensivel, rapido e econémico que visa a quantificacdo
relativa quanto ao numero de coépias de até sessenta sequéncias de &cidos
nucléicos em um experimento.

Para as reagfes de MLPA, selecionamos kits especificos que permitissem a
confirmacéo diagndstica em pacientes com suspeita de sindromes de microdelecao.

A técnica MLPA permite a identificacdo do numero de copias de uma dada
sequéncia de DNA por meio da hibridacdo de sondas especificas e amplificacédo por
PCR. Essas sondas apresentam dois segmentos complementares as sequéncias-
alvo de DNA: um oligonucleotideo sintético curto e um oligonucleotideo sintético

longo. Este contém uma sequéncia stuffer que varia de tamanho nas diferentes
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sondas, permitindo a separagao dos diferentes fragmentos por eletroforese capilar.
Cada kit € composto de até cinquenta pares de sondas permitindo assim a analise
de diversas regides simultaneamente. Inicialmente as sondas s&o hibridizadas ao
DNA e em seguida os fragmentos sdo ligados por uma ligase. Ap0s uma nova
desnaturacao o fragmento formado pela juncdo das sondas é amplificado por PCR.
A reacdo de PCR é realizada com um unico par de primers, comum a todas as
sondas. Foram seguidos todos os passos e quantidades sugeridas pelo fabricante.
ApoOs eletroforese capilar em sequenciador automético, os dados gerados foram

analisados no software Coffalyser.

4.1.2.3 CMA

Foi realizada com a plataforma CytoScan 750 Array (Affymetrix, EUA) e as
configuracbes disponiveis no GeneChip® Scanner 3000 7G System (Affymetrix,
EUA). Essa plataforma inclui microarranjos de DNA contendo 550.000 sondas n&o
polimorficas para CNVs de regifes codificantes e ndo codificantes do genoma
humano, e cerca de 200.000 SNPs. O sistema todo consiste nos oligonucleotideos
pré-arranjados em GeneChip®, um conjunto de 38 reagentes diferentes,
equipamentos para hibridizagdo, lavagem, coloragéo, leitura e visualizagcdo dos
microarranjos, € um programa de computacdo necessario para a identificacdo dos
SNPs e CNVs.

Ap0s estes procedimentos, utilizando o software Chromosome Analysis Suite
(ChAS) versao 1.2.2 (Affymetrix, EUA) foi possivel visualizar e analisar as alteragfes
cromossOmicas (duplicacdes, delecdes, CNVs, mosaicismo, perda de heterozigose)
ao longo do genoma de cada amostra. O programa € oferecido gratuitamente no
sitio do fabricante (www.affymetrix.com) e permite analisar os arquivos gerados pelo
software de leitura (Affymetrix CytoScan™ Arrays) dos GeneChip®, visualizar os
dados resultantes da andlise da hibridizacdo sumarizados em forma de tabelas e
graficos, visualizar os dados da plataforma (CytoScan™ 750 Array) com a qual séo
comparados os dados das amostras. Além disso, € possivel criar e customizar
parametros e regides para uma analise especifica, aplicar filtros, remover
informagdes n&o relevantes, realizar analises comparativas entre diferentes
amostras, e acessar 0s principais bancos de dados externos (NCBI, UCSC Genome
Browser, Ensembl, MIM®).



34

Os demais métodos previstos na Portaria GM/MS n° 199/2014 contemplam a
realizacdo de exames especificos para cada doenca e sua nhecessidade de

realizacdo sera discutida posteriormente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram analisados 302 prontuarios de pacientes atendidos pela primeira vez
no Servico de Genética Médica do Hospital Universitario de Brasilia no periodo
compreendido entre oito de novembro de 2013 e primeiro de dezembro de 2014.
Isso representa 29% de um total de 1.040 atendimentos realizados nesse Servigo e
0,18% do total de consultas ambulatoriais realizadas no HUB, que foi de 162.717,
todos durante 0 mesmo periodo (EBSERH..., 2018). Trés prontuarios foram
excluidos porque ndo contavam com as informacdes necessérias para andlise.
Quanto a sexo, 155 (51,8%) pacientes encaminhados para este Servico eram do
sexo feminino e 144 (48,2%) do sexo masculino. A idade variou entre trés dias de
vida e 56 anos (Tabela 1). Dos 299 prontuarios analisados, 77 (25,75%) pacientes
perderam seguimento, 42 (14%) tiveram alta, um foi a 6bito (0,33%) e 179 (59,8%%)

continuam acompanhando no servigo.

Os motivos de encaminhamento foram agrupados em: consulta em
reproducdo humana, suspeita de erros inatos do metabolismo, sindromes de
predisposicdo ao céancer, deficiéncia intelectual, transtornos do espectro autista,
dismorfias ou suspeita de doenca genética sem deficiéncia intelectual e doencas
hematoldgicas (Tabela 2).

Tabela 1. Idade dos pacientes na primeira consulta

Idade na primeira consulta Numero de pacientes/%
NC 13/4
<lmés 34/11
1-12 meses 31/10
>12 meses < 5 anos 55/19
>5 anos <18 anos 110/37
>18 anos 56/19
Total 299/100

NC: ndo constava
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Tabela 2. Motivos de encaminhamento

Motivos de encaminhamento NUmero de pacientes/%
Deficiéncia mental 83/28
Dismorfias ou doenca génica 143/48
Doenca hematoldgica 5/2
Erros inatos do metabolismo 10/3
Reproducédo humana 30/10
Sindromes de predisposicao ao cancer 712
Transtornos do espectro autista 21/7
Total 299/100

Para investigacdo destes individuos, foram realizados um total de 355
exames genéticos: 222 caridtipos (5 destes com pesquisa de quebras
cromossbmicas), 47 pesquisas da Sindrome do X-fragil, 9 MLPA e 76 CMA. Em um
anico caso foi solicitada a pesquisa de mutacdo pelo método de sequenciamento de
nova geracdo (NGS, Next-generation Sequencing), processada em laboratério

externo.

Nesta amostra, dos 222 cariétipos realizados, 35 tiveram resultado alterado
(Tabela 3). Em outros 7 casos, o resultado normal do cari6tipo permitiu confirmar ou

excluir o diagnadstico inicial (Tabela 4).

Assim, o caribtipo contribuiu para o diagndstico em 42 das 222 indicacdes
(18,9%). Em relag&o aos resultados alterados, a maioria foi devida a alteragbes no
ndmero de cromossomos, como as trissomias dos cromossomos 21 (Sindrome
Down) e 18 (Sindrome Edwards), e alteracdes nos cromossomos sexuais (Sindrome
Klinefelter, Sindrome Turner). Excluindo esses casos, o diagndstico foi possivel em
sete de 222 exames realizados, ou seja, 3,1% dos casos, concordando com 0s
dados estabelecidos na literatura (MILLER et al., 2010). Note-se também que a
maioria das alteragbes (29/35; 82,8%) foi encontrada em criangas com idade igual
ou menor que 3 anos, sendo 16 no primeiro més de vida, com 13 destes por
suspeita da Sindrome Down, sinalizando que quando a sindrome é reconhecida ha

mais chance de que seja encaminhada para investigacao genética.
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A pesquisa de quebras cromossémicas no cariétipo foi realizada em cinco
individuos com altera¢cdes hematoldgicas encaminhados para o Servi¢co de Genética
para afastar Anemia de Fanconi. Essa doenca, de heranca autossémica recessiva,
se caracteriza por citopenias, sangramentos, microssomia, surdez, estrabismo,
cardiopatia congénita, malformagOes renais, aplasia radial e alteracdes dos
polegares, dentre outros achados. Na Anemia de Fanconi, € caracteristico o achado
de quebras cromossémicas induzidas por mitomicina C e diepoxibutano, ao cariotipo
(OMIM #227650). Como o HUB é o unico hospital da rede publica no Distrito
Federal, que realiza este tipo de exame, quando existe essa suspeita clinica,
habitualmente os pacientes sdo encaminhados para este Servi¢co. Neste trabalho, a

pesquisa de quebras cromossdmicas foi negativa em todos os casos investigados.

O caridtipo também foi solicitado para 26 dos 30 individuos encaminhados
para investigacdo na area de Reproducdo Humana. Os pacientes tinham indicacéo
de andlise cromossGmica por aborto recorrente, infertilidade conjugal, e para
aconselhamento genético por malformacbes ou cromossomopatias em uma
gestacdo anterior. Dos quatro individuos que nao realizaram o cariotipo, 2 foram
consultas para aconselhamento de casamento consanguineo, uma teve o
diagndstico da Sindrome do Anticorpo Antifosfolipide e um quarto paciente, realizou
pesquisa de mutacdo no gene TSC2 para aconselhamento de Esclerose Tuberosa

(realizado em laboratorio externo).

Além da suspeita clinica de uma sindrome especifica, como no caso da
Sindrome Down, outros motivos relativamente frequentes de encaminhamento para
investigacdo genética sdo o atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) e
a deficiéncia intelectual (DI). Nesta amostra, 27,75% dos pacientes foram
encaminhados por este motivo. Por sua vez, os pacientes foram divididos em
ADNPM/DI sindrémico (associados a malformacdes congénitas multiplas) e néo
sindrdbmico, com uma frequéncia nesta populacdo de 795% e 20,5%,
respectivamente. Na analise foi observado que ndo constava no prontuario destes
pacientes uma avaliacdo neuropsicologica, pelo que foi considerado ADNPM/DI
guando estavam presentes no prontuario os termos déficit intelectual, dificuldades
no aprendizado e atraso no desenvolvimento neuropsicomotor. N&o foi considerado

0 atraso na fala isolado.
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N

Idade/Sexo

Caracteristicas
clinicas

Resultado do cariétipo

Diagnéstico

10

11

12

13

14

6d/M

7d/F

8d/F

8d/F

8d/M

10d/F

10d/F

11d/F

11d/M

13d/M

27d/F

1m/F

1m/F

2m/M

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Baixa estatura,
microcefalia,
dismorfias

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

Caracteristicas da
trissomia do
cromossomo 21

47,XY,+21

46,XX,+21,der(21;21)q10;q10)

47,XX,+21

47,XX,+21

47,XY+21

47, XX+21

47, XX,+21

47,XX,+21

47,XY,+21

47 XY, +21

47,XX,+21

47,XX,+21

47 XX,+21

47,XY,+21

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Continua



Tabela 3. Resultados dos cario6tipos alterados (continuacao)
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N

Idade/Sexo

Caracteristicas
clinicas

Resultado do cariétipo

Diagndstico

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Caracteristicas da
om/E trissomia do
cromossomo 21
Caracteristicas da
trissomia do
la/F cromossomo 21

Caracteristicas da
2a/M trissomia do 21

Caracteristicas da
2a/F trissomia do 21

Caracteristicas da
trissomia do
15a cromossomo 21

Malformacbes
18d/F con,g(_anltas
multiplas
Mae de filha com
NC Sindrome Turner

Pescoco alado,
edema de dorso
dos pés,
hemangioma em
nariz

18d/F

Caracteristicas da
3m/F Sindrome Turner
Implantacéo baixa

de cabelos na
nuca, fendas
palpebrais
obliquas para
baixo, pescoco
alado, edema em
dorso dos pés

la/F

3a/F Baixa estatura

Baixa estatura,
amenorreia

16a/F .
primaria

29d/M Hipogonadismo

Malformacfes
NC congénitas
multiplas

47,XX,+21

47,XX,+21

47 XY,16gh+,+21

47,XX,+21

47,XX,+21

47,XX,+18

45X

45,X

45 X,+mar/45,X

45,XX,rob(13;14)(q10;q10)

45,X,del(X)(pter-q22)

45X

47 XXY/46,XY

45,X,der(15)?t(15;X)(p10;q10),-X

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Down

Sindrome Edwards

Sindrome Turner

Sindrome Turner

Sindrome Turner

Sindrome Turner

Sindrome Turner

Sindrome Turner

Sindrome Klinefelter

€m mosaico

Cromossomopatia

Continua



Tabela 3. Resultados dos cariétipos alterados (conclusao)
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N

Caracteristicas
clinicas

Idade/Sexo

Resultado do cariétipo

Diagnéstico

29

30

31

32

33

34

35

Deficiéncia de
crescimento,
pequenas
dismorfias, CIA,
DNPM adequado

4m/M

Malformaces
congénitas
6m/F multiplas,
convulsdes

DI grave,
dismorfias,
11la/M cardiopatia
congénita

Irma com

22alF ~
translocacéo

35a/M Infertilidade

40a/M Infertilidade

Disgenesia
3a/F gonadal

47 XY, +mar[17]/46,XY[13]

47, XX+del(13)(q)

47, XY,der(9),1(2;9)(p25;q13)

45,XX,der (14;21)(q10;q10)

46,XY,1(2;13)(2p12;13q11)
47,XY,+mar

45,X [19]/46,XY[11]

Cromossomopatia

Cromossomopatia

Cromossomopatia

Cromossomopatia

Cromossomopatia
Cromossomopatia

Disgenesia gonadal

F, feminino; M, masculino; d, dias; m, meses; a, anos; CIA, comunicacéo interatrial; DI
deficiéncia intelectual; DNPM, desenvolvimento neuropsicomotor.

Tabela 4. Resultados dos cari6tipos normais que permitiram exclusdo da hipotese diagnéstica

N

Caracteristicas
clinicas

Idade/Sexo

Resultado do cariétipo

Diagnostico

Algumas
caracteristicas
clinicas da
Trissomia do 21
(9 sinais)

3d/F

Dismorfias
7d/M menores, lactente
higido
Dismorfias
menores, sem
critérios clinicos
da Sindrome
Down

5m/F

46,XX

46,XY

46,XX

Afastada a Sindrome
Down

Dismorfias menores
familiares

Afastada a Sindrome
Down

Continua
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Tabela 4. Resultados dos cariétipos normais que permitiram excluséo da hipétese

diagnostica (concluséo)

Caracteristicas

Idade/Sexo P Resultado do cariétipo Diagnéstico
N clinicas
Caracteristicas da Afastada a Sindrome
4 7alF Trissomia do 21 46,XX Down
11a/F Baixa Estatura 46,XX Afastada a Sindrome
5 Turner
12a/F Ca}ractenstlcas da 46 XX Afastada a Sindrome
6 Sindrome Turner Turner
Amenorreia
primaria,
30a/E h'|pogonad|sm9 46.XX Disgenesia Gonadal
7 hipergonadotro- pura XX.
fico

F, feminino; M, masculino; d, dias; m, meses; a, anos

A OMS define a DI como uma reducgdo significativa na habilidade de
entender informacdo nova ou complexa e de aprender e aplicar novas habilidades,
de inicio prévio a idade adulta. A definicdo inclui os casos de transtorno do espectro
autista com déficit cognitivo (WHO [2018]).

A incidéncia do ADNPM/DI é de aproximadamente 3%, e a etiologia €
diversa, com 18,6 a 44,5% originados de causa exogena (teratdgenos, infeccbes) e
de 17,4 a 47,1% de causa genética (MOESCHLER; SHEVELL, 2006).

Os transtornos do espectro autista (TEA) compreendem um grupo de
condicbes que tém em comum alteracbes na comunicagcdo e interacdo social e
estereotipias (SCHAEFER; MENDELSOHN, 2013; MILLER et al., 2010). A incidéncia
do transtorno do espectro autista € de 1:150 individuos aproximadamente. No
ambulatorio de Genética Médica do HUB foi o motivo do encaminhamento de 21
individuos entre os 299 avaliados (7%), sendo 5 destes considerados sindrémicos
(23,8%) e 16 nédo sindromicos (76,2%).

Em 2006 o Comité de Genética da Academia Americana de Pediatria (AAP)
publicou um relatério clinico com o objetivo de orientar aos pediatras quanto a
avaliacdo diagnostica de criangas com deficiéncia intelectual ou atraso no

desenvolvimento, incluindo as causas genéticas. O relatorio recomenda uma
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abordagem destes pacientes onde conste a histdria clinica e familiar e os exames
fisico, dismorfolégico e neurolégico. Em um estudo realizado na Holanda o
diagnéstico etiologico foi possivel em 54% dos pacientes com ADNPM/DI, em um
terco dos casos pela historia e o exame fisico apenas; em outro terco o exame fisico
orientou o diagnostico, posteriormente confirmado com exames adicionais; no terco
restante, o diagndstico foi possivel com os exames de laboratério, exclusivamente.
Outros estudos mostraram resultados similares. Ou seja, aproximadamente a
metade dos casos fica sem diagndstico, e entre aqueles que tiveram uma etiologia
definida, em apenas 16% foi possivel fazé-lo exclusivamente pela anamnese e o
exame fisico. Dentre os exames de laboratério, como abordagem genética da
ADNPM/DI, a AAP sugere a avaliacao citogenética, pesquisa da Sindrome do X-
Fragil, pesquisa de rearranjos subteloméricos pelo FISH, investigacdo metabdlica, e
exames moleculares (MOESCHLER; SHEVELL, 2006). Cabe destacar, que
atualmente, a pesquisa de rearranjos subteloméricos pelo FISH tem sido
ultrapassada por outras tecnologias, como o CMA e o sequenciamento de nova

geragao.

A avaliagdo genética dos transtornos do espectro autista também tem como
processo inicial a anamnese, histéria familiar e avaliacdo dismorfolégica com o
objetivo de identificar sindromes conhecidas que orientem a realizacdo de exames
confirmatdrios especificos. Quando isso ndo é possivel, outros testes genéticos
podem ser realizados: CMA, cariétipo, pesquisa da Sindrome do X-fragil e pesquisa
de mutacdes para sindromes génicas. Diversos estudos demonstraram que o CMA é
superior e apresenta um maior custo-beneficio que o cariotipo, sendo indicado como
0 primeiro exame a ser realizado nos individuos com TEA. A andlise cromossdmica
por microarranjos tem um rendimento diagndstico para o TEA de 10%, enquanto o
rendimento do cariétipo € de 3%. A pesquisa de mutacbes em FMR1 é positiva em
1-5% dos casos, no MECP2 (gene associado a Sindrome Rett, no sexo feminino) é
4% e no PTEN (Sindrome Cowden, em individuos com perimetro cefalico maior a
2,5DP) é de 5% (SCHAEFER; MENDELSOHN, 2013). Além desses outros genes
estdo implicados ou tém forte evidéncia de associagdo com o TEA, por exemplo,
NRNX1, SCL6A8, POGZ, ARID1B (VORSTMAN et al. 2017).

A Sindrome do X-fragil, € causada pela deficiéncia ou auséncia de FMRP,

produto do gene FMR1, localizado no brac¢o longo do cromossomo X. Caracteriza-se
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por deficiéncia mental, moderada em homens e leve nas mulheres. Além disso, 0s
homens afetados podem apresentar algumas caracteristicas fisicas: macrocrania,
face alongada, fronte e mandibula proeminentes, frouxiddo ligamentar,
macroorquidia, e distarbios do comportamento, incluindo o transtorno do espectro
autista (SAUL; TARLETON, 2012). As variantes patogénicas de FMR1 incluem a
expansdo do trinucleotideo CGG na regido 5’UT em 99% dos casos. As largas
expansdes causam hipermetilacao e inibicdo da transcricdo. Outro mecanismo pode
incluir delecdo ou mutacbes que causem inativacdo do gene. Normalmente, os
alelos contém de 5 a 44 repeticbes do trinucleotideo, de 45 a 54 € considerado
inconclusivo; de 55 a 200 pré-mutacdo e mutacdo completa com 230 ou mais
repeticbes (MADDALENA et al., 2001). A Sindrome do X-fragil € considerada a
causa mais comum de deficiéncia mental; dados na literatura sugerem que
aproximadamente 2% dos pacientes com deficiéncia mental tem mutacfes em
FMR1, tanto homens como mulheres (MOESCHLER; SHEVELL, 2006). Uma reviséo
sistematica da literatura realizada em 2005 demonstrou que h&d uma chance maior
de se encontrar a mutacdo em pacientes com deficiéncia mental severa (4,1%),
quando comparados aqueles com graus mais leves (1%) (van KARNEBEEK et al.,
2005). A PCR € um método com alta sensibilidade para detectar repeticdes em
namero normal ou pré-mutacdo, mas é menos sensivel para repeticdes maiores.
Tradicionalmente, o padrdo ouro para o diagnoéstico da sindrome do X-fragil era o
Southern Blot, associado a PCR. O Southern Blot pode detectar desde alelos
normais até a mutacdo completa, além da metilagcdo na regido promotora; mas este
método tem um baixo nivel de resolucao para estimar o numero de repeticdes, e por
isso devia ser complementado com a PCR (TASSONE, 2015).

Atualmente, as modificacdes na técnica da PCR fizeram com que a
necessidade do uso do Southern Blot diminuisse. A Portaria GM/MS n° 199/2014
prevé o uso das duas técnicas, PCR e Southern Blot, no entanto no HUB foi
realizada apenas a PCR, de acordo com trabalhos mais recentes que afirmam que a
PCR é mais rapida e sensivel que Southern Blot (MATSUDA, 2017). Cabe lembrar,
gue técnicas baseadas em PCR e Southern Blot s6 testam a presenca de expansao
de CGG. Individuos com a Sindrome do X-fragil causada por delecdo ou mutacéo

nao serdo detectados por estes métodos (1% dos casos).
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Entre os individuos avaliados neste trabalho, 47 de 299 (15,7%) tiveram
indicacao de pesquisa da Sindrome do X-fragil e destes, dois foram alterados (4%),
em concordancia com dados da literatura. Diversos trabalhos tentaram provar que
fazendo uma pré-selecdo clinica dos pacientes que fardo o exame, € possivel
aumentar a chance de diagndéstico até 7,6% (MOESCHLER; SHEVELL, 2006).

Outro método de rastreio para as sindromes com ADNPM/DI, segundo a
AAP é a pesquisa de delecdes subteloméricas por FISH, porém a MLPA e a CMA
podem ser utilizadas também com esta finalidade. Inclusive, esses ultimos podem
ser considerados exames de primeira linha para a deteccdo de anomalias
cromossbémicas constitucionais, principalmente nos paises em desenvolvimento nos
quais o sequenciamento de nova geracdo (NGS) ainda tem alto custo (POHOVSKI
et al., 2013).

Apesar da ampla utilidade do MLPA, este exame foi solicitado em nove dos
299 individuos avaliados (Tabela 5), tendo sido positivo em uma oportunidade de
seis resultados disponiveis (16%). Este valor € um pouco mais alto que o reportado
em outros trabalhos, que foi de 9,3% (BOGGULA, 2014). Vale ressaltar que o MLPA
foi utilizado aqui apenas como método de confirmacdo diagndstica e ndo como
método de rastreio, justificando assim, seu uso restrito e, provavelmente, a

positividade maior.

Como mencionado previamente, a vantagem do MLPA é que existem Kits
comerciais com fins diversos, o resultado pode ser obtido de forma relativamente
rapida e tem baixo custo. De qualqguer forma, é um método dirigido a pesquisa de
sindromes e alteracbes especificas, pelo que se ndo existe uma hipbtese

diagnéstica clara, € preferivel usar um método de rastreio, como o CMA.

A CMA foi realizada em 76/299 individuos, sendo positiva em 17 casos
(22%), como consta na Tabela 6. Se desconsiderarmos as variantes de significado
desconhecido (6/76, 7,8%), a positividade do teste cai para 14,4%. Estes valores
estdo de acordo com os descritos na literatura. Em uma revisdo sistematica de 33
estudos, incluindo 21.698 pacientes, a média de diagndsticos com este método foi
de 12,2% entre todos os trabalhos (MILLER et al., 2010).
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N dade/ Carac/te.nstlcas Hipotese diagndstica Kit MLPA/ Resultado
Sexo clinicas
Um filho com S.
Wolf e outro com Sindrome da delecdo Kit para pesquisa de del 22q/
NC/FIM ; . :
1 cardiopatia 22q11.2 normal para ambos progenitores.
congénita
Pescoco alado,
edema de dorso . :
18d/F dos pés, Sindrome Turner Kit para pesquisa de SRY/
2 ; auséncia de marcador SRY
hemangioma em
nariz
22d/F Hipotonia, face g4 o me prader-Willi  Kit Sindrome Prader-Willi/Positivo
3 inexpressiva
Baixa estatura,
3a/F assimetria corporal, Sindrome Silver Kit Sindrome Silver Russel/normal
4 face triangular Russell
. Sindrome Beckwith- Kit SindromeBeckwith-
4a/lM Macrossomia . X
5 Wiedemann Wiedemann/normal
48a/F Céncer Céancer familiar Kit para BRCAL e BR,CAZ/ normal
6 (realizado em laboratorio externo)

F, feminino; M, masculino; d, dias; m, meses; a, anos; S., sindrome. Em cinza, resultado
alterado.

Diferencas nas taxas de diagnoésticos entre os diferentes tipos de

microarranjos utilizados, também tem sido demonstradas. Um trabalho de 2010

comparou a porcentagem de casos positivos na analise com BACs e com

oligonucleotideos (Tabela 7). Os arrays de oligonucleotideos permitem detectar

alteracdes de até 30kb enquanto os arrays de BACs tinham resolucdo de cerca de

1MB.



Tabela 6. Resultados alterados do CMA
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Caracteristicas

Resultado do

N Idade/Sexo Py o Resultado do CMA
Clinicas Cariétipo
. arr[hg19]

L 3m/F Fen d‘?gﬁ‘]’gﬁgga € 46,XX 16p12.2(21,841,353-
22,442,007)x3
arr[hg19]

Cardiopatia 6p25.3p25.1(156,974-
complexa com 5,608,374)x3

2 4m/M duas vias de 46,XY

saida de VD, arr[hg19]
microcefalia 200913.33(61,532,506-
62,913,645)x1
arr[hg19]
~ . 5q14.3915(91,606,979-
3 la/F ADNPM N&o realizado 97,588,983)x3

Dismorfias faciais,
4 la/F déficit de ganho
ponderal, ADNPM

5 3a/M TEA
ADNPM,
dismorfias

6 7a/M

7 10a/M DI

46,XX

46,XY

46,XY

46,XX

arr[hg19]
1921.1921.2(145,786,289-
147,814,497)x3

arr[hg19]
18g11.2912.3(20,779,770-
38,077,441) hmz

arr[hg19]
15911.2913.3(22,770,421-
32,439,281)x4

arr[hg19]
16p11.2(29,580,020-
30,190,029)x3

Continua



Tabela 6. Resultados alterados do CMA (continuacao)
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Caracteristicas Resultado do

N Idade/Sexo clinicas cariotipo Resultado do CMA
arr[hg19]

8 10a/M Ictiose congénita Nao realizado  Xp22.31(6,455,151-
8,141,076)x0
arr[hg19]

DI grave 9p24.3913(208,454-
disgorﬁa’s 47, XY,der(9),t(2; 68,358,120)x3

9 11a/M 9)(p25;913)
arr[hg19]
2p25.3p25.1(12,770-
8,187,008)x3
arr[hg19]

10 13a/M ADNPM N&o realizado 16p11.2(32,588,891-
33,814,547)x1

. arr[hg19]
11 17a/M Slr\;\%ﬁg::sde 46,XY 7q11.23(72,643,519-
74,146,927)x1
Dismorfias, DI, arr[hg19]
polifagia, 17923.2923.3(60,356,809-
comportamento 61,259,018)x1 — VUS

12 NC esquizoide 46,XX
arr[hg19]
Xg23(112,073,164-
112,136,279)x1 - VUS
arr[hg19]

13 10d/M DI grave familiar  46,XY,14ps+mat Xg28(148,689,939-
148,738,888)x0 - VUS
arr[hg19]

Microtia, apéndice 221812"2110%151)')(13(42'793’568'

14 2a/M auricular 46,XYqgh- ymgel?

esquerdo U g
' 18911.2(20,386,017-
20,566,604)x1 — VUS
46,XX
arr[hg19]
13912.12(23,519,916-
15 4alF ADNP, dismorfias RS TR - WU

arr[hg19] 1p31.1(74,950,713-
75,678,584)x3 — VUS

Continua
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Tabela 6. Resultados alterados do CMA (conclusao)

Caracteristicas Resultado do

N Idade/Sexo clinicas cariotipo Resultado do CMA
. . arr[hg19]
BIL elsmerizs 2033.1q36.3(197,717,565-
229,843,733) hmz
16 6a/F 46,XX
arr[hg19]
1g23.1(156,801,828-
156,855,797)x1 — VUS
Criptorquidia a arr[hg19]
esquerda, 2913(111,382,573-
ADNPM, vitiligo, 113,111,856)x1
17 10a/M Gvula bifida, 46,XY
perda auditiva arr[hg19]

12p11.21(31,513,788-
31,572,227)x1 - VUS

F, feminino; M, masculino; d, dias; m, meses; a, anos; ADNM, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor; DI, deficiéncia intelectual; TEA, transtorno do espectro autista; VD,
ventriculo direito. VUS, variantes de significado desconhecido (em cinza). Observacgdo: para
alguns dos pacientes, constam na tabela, os resultados dos progenitores (em segundo lugar).

Tabela 7. Comparacédo diagndéstica BAC/Oligonucleotideos

Oligonucleotideos (50 oligos
BAC (>4.600clones) o
por locus clinico)

Anomalias detectadas 17,6% 22,5%
Patogénicas 10,6% 15,4%
VUS 7% 7,1%

Fonte:Neill, 2010 (modificada).

Tal como foi referido anteriormente neste trabalho, nos ultimos anos a CMA
vem substituindo o cariétipo na investigagdo genética de pacientes com ADNPM/DI,
TEA e malformacdes congénitas multiplas. Esta metodologia possui um nivel de
resolucdo maior, quando comparado ao cariétipo, e permite detectar alteracdes de
até 50-100kb, dependendo da plataforma de microarranjos utilizada. Outra vantagem

da técnica € a possibilidade de detectar regidbes de perda de heterozigose, na

dissomia uniparental ou consanguinidade, quando realizada em conjunto com uma
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plataforma de SNPs. As plataformas de SNP foram originalmente desenhadas para
detectar polimorfismos frequentes em estudos de associagdo gendomica ampla
(GWAS) de doencas complexas. Assim como na aCGH, as plataformas de SNPs
podem detectar perdas e ganhos de regides gendmicas, com a analise do numero
de cépias. Inclusive, nos ultimos anos, os kits comerciais tém ampliado a cobertura
para melhorar a detecgdo das CNVs. Como desvantagem, o CMA n&o detecta
rearranjos balanceados ou mosaicismo de baixo grau. Na suspeita dessas

alteracdes, o cariotipo ainda € o método de escolha.

Em 2010 foi publicado um consenso recomendando que a CMA seja 0
primeiro exame a ser realizado nos casos de ADNPM/DI, TEA e anomalias
congénitas multiplas sem etiologia definida, pois o0 custo de este exame seria menor
que a realizacdo de cari6tipo associado a outros exames, como pesquisa de X-fragil
e de delecbes subteloméricas com FISH, além de ter maior resolucdo e maior
chance de diagnéstico, de aproximadamente 12,2% (versus 3% para o cariétipo e
2,5% para o FISH). Por outro lado, quando o paciente tem uma sindrome
cromossdmica reconhecida, os métodos de citogenética continuam sendo a primeira
escolha (MILLER et al., 2010).

Das 17 alteracdes encontradas, 6 correspondiam a variantes de significado
desconhecido (VUS, Variant of Uncertain Significance). De um ponto de vista clinico,
as CNVs sao classificadas em: 1) patogénica ou provavelmente patogénica
(sindromes ja descritas, variantes novas e variantes de grande tamanho), 2) VUS e
3) provavelmente benigna (ndo descrita previamente, mas herdada de um dos pais,
higido) (MILLER et al., 2010). As variantes de significado clinico incerto podem ser a
causa do quadro clinico, constituir fatores de predisposicdo ou n&o terem relagéo
com o quadro clinico , ndo sendo possivel com dados da literatura se distinguir

entre essas categorias.

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) é um método que permite o
sequenciamento massivo de muitos genes ao mesmo tempo. Como o
sequenciamento de Sanger é considerado o primeiro método de sequenciamento, 0s
que lhe seguiram comegaram a ser chamados “de nova geragao” (TIPU;SHABBIR,
2015). O NGS comecou a ser desenvolvido a partir do descobrimento de uma nova

técnica, que utilizava a luminescéncia para medir a sintese de pirofosfato. Esta nova
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forma de sequenciamento tinha as vantagens de usar os nucleotideos naturais (em
vez de modificados, como no método de Sanger) e poder ser observada em tempo
real. Varias melhoras foram sendo acrescentadas a técnica e, desde 2005,
diferentes sequenciadores de nova geracao tém sido lancados no mercado. O NGS
tem um alto nivel de resolucdo (1bp) e pode detectar desde variantes de um Unico
nucleotideo (SNVs, Single Nucleotide Variants), pequenas insercoes e delecbes
(indels) e CNVs, embora a validade analitica na detec¢cdo de CNVs ainda € objeto de
estudo (HEATHER; CHAIN, 2015). Nos ultimos anos, o sequenciamento de nova
geracdo (NGS) tem comecado a ser utilizado também na deteccdo de CNVs em
substituicdo ao CMA.

Atualmente existem diferentes formas de utilizacdo do NGS no diagndstico
clinico, tais como a pesquisa de mutacdo em um Unico gene em casos onde as
variantes ja foram previamente genotipadas, sequenciamento de painel de genes
associados a uma doenca especifica, sequenciamento de todos os éxons
conhecidos até o0 momento associados a doencas mendelianas (Mendelioma ou
exoma clinico), sequenciamento completo do exoma (WES, Whole-exome
Sequencing) ou do genoma (WGS, Whole-genome Sequencing). A técnica tem
como vantagens diminuir a necessidade de métodos de diagndstico invasivo, como
biopsia muscular e puncdo lombar, e acelerar o processo diagndstico. Isto é
especialmente importante no auxilio diagnéstico de doencas que podem pér em
risco a vida do paciente ou que necessitam de uma terapéutica especifica, como nos
erros inatos do metabolismo. De forma geral, o NGS consegue identificar a etiologia
em 40% dos casos sem diagnostico na faixa etaria pediatrica. Desvantagens do
NGS séo que, além de ser um método caro no Brasil, ainda existe a dificuldade de
interpretacdo de achados incidentais, principalmente seu efeito no quadro clinico e
no diagndstico, e a falta de conhecimento sobre o significado de variantes. Esta
incerteza, leva a necessidade de conhecer o perfil genético da populacdo e de
compartilhar a informacéo entre os diferentes centros que utilizam esta tecnologia
(WRIGHT; FITZPATRICK; FIRTH, 2018).

Embora amplamente utilizado na pratica clinica e em pesquisas no mundo, 0
NGS nédo foi contemplado entre os exames previstos na Portaria GM/MS n°
199/2014.



51

Sem a realizagcdo de exames genéticos complementares, o diagnostico
clinico e o aconselhamento genético foi possivel em 53/299 pacientes ou 17,7% dos
casos. A maioria destes diagnodsticos corresponde a criancas higidas ou com
dismorfias menores familiares, ou doencas génicas com critérios de diagnostico
clinico bem estabelecido como, por exemplo, Sindrome Marfan, Neurofibromatose
tipo 1, Sindrome Ehlers-Danlos, Osteogénese Imperfeita, Sindrome Goldenhar e
Esclerose Tuberosa. Nestes casos, embora seja possivel o diagnéstico clinico, para
muitas sindromes ainda é necesséaria a pesquisa molecular visando estabelecer a
gravidade, o prognéstico e o aconselhamento genético. Além desses, outros
pacientes do Servico de Genética Médica do HUB que se beneficiariam com o uso
de NGS, séo os que consultaram por sindromes de predisposi¢do ao cancer (2%) e

erros inatos do metabolismo (3%).

Em 183 dos 299 (61,2%) individuos avaliados n&o foi possivel chegar a um
diagndstico etioldgico que explicasse o motivo do quadro clinico. Em 139 (75,9%)
daqueles, os pacientes tinham realizado um ou mais de um dos exames genéticos.
Nos outros casos, 44 (24%) nenhum exame genético tinha sido realizado (neste
grupo se encontram o0s pacientes que tinham sido encaminhados por suspeita de
erro inato do metabolismo, quase todos os que tinham sido encaminhados por
sindrome de predisposicdo ao cancer e 0s que perderam seguimento sem ter

realizado nenhum exame).

Para finalizar, os resultados obtidos da analise dos dados dos pacientes
atendidos no Servico de Genética Médica do HUB, estiveram de acordo com os da
literatura, como ja foi previamente demonstrado (Tabela 8). A aplicacdo da
tecnologia disponivel no HUB teve o mesmo rendimento diagndstico que em outros

paises do mundo, inclusive com maior acesso e disponibilidade de recursos.

A Portaria GM/MS n° 199/2014, garante a populacéo brasileira a realizacao
de exames de diagnéstico em genética, porém, a demora na publicacdo desta
Portaria, levou a que uma defasagem em relacdo a disponibilidade de exames, nédo
contemplando métodos mais modernos, como sequenciamento de nova geracao.
Inclusive, este dltimo vem sendo utilizado no mundo todo ha alguns anos,
aumentando a possibilidade de diagnéstico em 40%. Esta metodologia seria
especialmente importante para o0s pacientes que consultaram no Servigco por

suspeita de sindromes dismoérficas de origem génica (por exemplo, displasias
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esqueléticas, rasopatias) e erros inatos do metabolismo, para os quais o diagnéstico
etiolégico rapido pode orientar o tratamento mais adequado, com diminuicdo da

morbi-mortalidade e sequelas.

Tabela 8. Contribuicao dos diferentes métodos diagnosticos

Este trabalho Literatura
Cariotipo 3,1% 3%
Pesquisa FMR1 4% 4,1%°
MLPA 16% 9,3%
CMA
Variantes patogénicas 14,4% 12,2%"°
VUS 7,8% 7,1%"

a) Em pacientes com deficiéncia mental severa, b) utilizando arrays de oligonucleotideos.
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6. CONCLUSAO

Foram analisados 299 prontuarios de pacientes atendidos no Servico de
Genética Médica do HUB. Para investigacao destes individuos, foram realizados um
total de 355 exames genéticos: 222 caribtipos (5 destes com pesquisa de quebras
cromossOmicas), 47 pesquisas da Sindrome do X-fragil, 9 MLPA, 76 CMA, 1 NGS
(externo). Dos 299 pacientes, 61,2% ficaram sem diagnéstico, 17,7% tiveram
diagnéstico clinico, 14% por cariotipo, 5,7% por CMA, 0,66% por PCR para pesquisa
da Sindrome do X-fragil, 0,33% por MLPA e 0,33% por NGS.

A contribuicdo da avaliagdo clinica e dos exames genéticos disponiveis para
investigagdo das doengcas genéticas no contexto clinico teve resultados
concordantes com os da literatura. Em 17,7% dos casos foi possivel realizar o
diagnoéstico clinico ou aconselhamento genético sem a utilizacdo de exames
genéticos complementares. Embora o diagnostico seja facilitado para algumas
sindromes com critérios clinicos bem definidos, a realizacdo de outros exames nao
contemplados na Portaria, como 0 sequenciamento de nova geracdo, seria custo-
efetivo em termos de maior rapidez no diagnéstico e inicio de tratamento mais
precoce, quando disponivel. O cariétipo teve uma contribuicdo para o diagndstico de
3,1%, excluindo da analise os casos de sindromes cromossdmicas bem
reconhecidas e as alteracdes nos cromossomos sexuais. A pesquisa de mutacdes
em FMR1 para diagndstico da Sindrome do X-fragil foi positiva em 4% dos casos.
Para o MLPA, o rendimento diagnostico foi de 16% e para o CMA de 14,4%,
excluindo as variantes de significado desconhecido. Nestes ultimos dois, a
contribuicdo para o diagndstico foi um pouco maior que o previsto na literatura, de
9,3 e 12,2%, respectivamente. Esta diferenca provavelmente se deve a maior e
melhor sele¢cdo dos casos encaminhados para analise. Se considerarmos a
contribuicdo em conjunto dos exames previstos na Portaria e oferecidos pelo SUS
(cariétipo, MLPA, PCR para pesquisa da Sindrome do X-fragil e CMA), houve uma
melhora do diagnostico, quando comparado a avaliagdo clinica exclusiva, 20,7 e
17,7%, respectivamente. Em 61,2% dos casos néo foi possivel realizar o diagndstico
etiologico, embora 75,9% desses pacientes tenha realizado algum exame genético.
Contudo, varios pacientes nado completaram a investigacdo por falta de
comparecimento as consultas ou a coleta de exames, o0 que constitui uma limitacao

deste trabalho.
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A maioria dos pacientes atendidos no Servico de Genética Médica do HUB
corresponde a faixa etaria pediatrica e foram encaminhados principalmente por
sindromes que cursam com dismorfias, ADNPM/DI e TEA. Os exames previstos na
Portaria GM/MS n° 199/2014 atendem esta populacéo, porém contempla apenas um
método de avaliacdo do genoma completo em um Unico exame, o aCGH, sem
contar o cariétipo, que ja era contemplado pelo SUS. Os outros exames previstos na
Portaria sdo locus especificos, pelo que uma suspeita diagnodstica forte € importante
para aumentar a chance de diagnodstico. Isso nem sempre € facil, principalmente na
area pediatrica, pelo que seria interessante que outros métodos de avaliacdo de
todo o genoma sejam incluidos.

Em definitiva, este é o primeiro e Unico estudo realizado na regido, que
permitiu conhecer o perfil epidemiolégico dos pacientes encaminhados para
avaliacdo pelo Servico de Genética Médica do HUB, quantificar e estabelecer o
rendimento diagnéstico dos exames genéticos realizados no Laboratério de
Genética Clinica da UnB previstos no Portaria GM/MS n° 199/2014 e disponiveis
pelo SUS. Um dos limitantes do trabalho foi o nUmero de pacientes que perdeu
seguimento e nao concluiu a investigacdo diagnéstica, contudo, naqueles que
concluiram a pesquisa, o rendimento diagnostico foi concordante com os dados
publicados na literatura disponivel. Com a informacédo resultante, sera possivel
colaborar com a definicdo de prioridades na area, selecionar entre as possiveis
intervencdes, avaliar os recursos requeridos, educar e treinar profissionais e,

finalmente, atuar na area de prevencao das doencas raras.
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ANEXQOS
ANEXO |
Termo de consentimento livre e esclarecido

A pesquisa intitulada “Investigacdo da etiologia do retardo mental sindrémico”
pretende investigar a relac@o entre as alteracdes cromossdémicas e o quadro clinico

dos portadores.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar do projeto acima citado. O presente
convite contém informacBes sobre a pesquisa que estamos fazendo. Sua

colaboracédo neste estudo sera de grande importancia.

Para a realizacdo da pesquisa sera necessaria a retirada de 4 a 8 mL de sangue de
uma das veias do antebraco para exame feito rotineiramente no laboratorio. Este
procedimento de coleta de sangue é de risco minimo para a saude podendo,
entretanto, provocar pequeno desconforto, sera realizado por pessoa qualificada.

Resultando o teste positivo, serd garantido um relatério explicativo sobre esta

condicdo.

A Professora Doutora iris Ferrari é a pesquisadora responséavel pelos procedimentos
envolvidos, bem como da utilizacdo dos dados produzidos durante a realizacéo
desta pesquisa. A identidade do paciente sera mantida em segredo absoluto no caso

de qualquer forma de divulgacéo desta pesquisa.

A recusa em participar da presente pesquisa ndo resultara em qualquer prejuizo
presente ou futuro na prestacdo de assisténcia profissional pela equipe do Servico
de Genética Clinica do HUB, ficando também ressaltado que, mesmo apds a
assinatura do presente termo de consentimento, poderd abandonar a pesquisa a

qualquer momento.

Os exames e coleta de sangue para andlise sO serdo realizados se houver
concordancia do paciente em participar deste estudo. Para tal, pedimos gentilmente
gue o paciente ou seu responsavel assine o presente documento que sera entregue
em duas vias, uma para o paciente e outra que sera mantida no Laboratério de

Genética Clinica da Faculdade de Medicina - UNB.
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Participando desta pesquisa, estard ajudando no diagndstico, aconselhamento

genético e melhor entendimento das causas do retardo mental.

Eu, : profissao

residente e domiciliado

na rua :
portador da Cédula de Identidade, RG , e inscrito no
CPF/MF nascido(a) em [ , abaixo

assinado(a), concordo de livre e espontanea vontade em participar do estudo
“Investigacao da etiologia do retardo mental sindrémico”, e afirmo que obtive todas

as informacfes que considero necessarias.

Caso tenham sido tiradas fotografias:

( ) Concordo que sejam incluidas em publicacdes cientificas, se necessario.
( ) Concordo que sejam apresentadas em aulas para profissionais da saude.

( ) Nao concordo que sejam incluidas em qualquer tipo de publicacdo ou

apresentacao.

Brasilia, de de 2009

Assinatura do participante

Dra. iris Ferrari
Pesquisadora responsavel

Telefone para contato: (61) 3307 2505
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Declaragéo de Responsabilidade

Declaro que na pesquisa intitulada “Caracterizacdo de rearranjos cromossOmicos
estruturais em pacientes com retardo mental e malformagdes congénitas multiplas”,
sob minha responsabilidade, a coleta de dados somente serd iniciada apos a
aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da FM/UnB, estando ainda o seu inicio
condicionado & aprovacgéo pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)

caso se trate de projeto de Area Tematica Especial, Grupo |.

Brasilia, 21 de agosto de 2009.

Dra. iris Ferrari

Responséavel pela pesquisa

Juliana Forte Mazzeu de Araujo

Colaboradora



ANEXO I
|
UHIUEHEI&Eﬁ BRASILIA

FACLULDADE DE MEDICIMA
Comité de Etica em Pesquisa am Seres Humanos

AMALISE DE PROJETO DE PESOQUISA

Registro de Projeta: CEP-FM 0812008,

Thtmba: ~leeestigagie da elinlogia o relardo mental simdrémions”.

Pesquisndor Respumsdvel: Iris Ferrari.

Decumenios analissdos: Folha de nslo, cara de encaminbkamento, declaragio de responsabilsdade,
profegolie de pesgursa, wrmo de consemtimento livee ¢ esclarecilo, cromagrama, biblingrafia periinenic
v curriculis (5] de pesquisador (e

Drata de enirega: | 310006,

Proposicio do (a) relate (a)

{ X ) Aprovacio

{ ) Nio aprovagiie.

[ata da primvira andlise pele CEP-FMUNE: 28710/200%,

Data do parecer final do projeio pebo CEP-FMUNE: 250173008,

FARECER

Com huse nan Besolugio CHEMS n® 1%0% ¢ rosolugies posteriores, gue regulameniam a maidria, o
Comild de Elica em Pesquisa da Faculdsde de Medicing dn Undversidade de Brasilia decidia
AFROYAR “md referemdum”, comBivme parccer do (a) relator (2} o projein de pesguiss neima
especilicido, guanio sos seus aspecios lions.

1. Modificagies no provocolo devem ser submetidas ao CER, assim como a nisdificagho imediata

de ovenbos adverses gmves;
2. 0 () pesgquissdor (o] deve (m) apresenlar relatirios periddioos do andamenio da pesguisa e
CEP-FMB.

Brusilia, 2% de Movembra de MHR,

Prmuidade de Medicina-TmE

Campus Liniversiaris Darcy Rineing, Asa Morls, Brasilia, DF — CEP 70810-500
TeletoreFra (61} 3307 2276
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