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RESUMO

Introducéo: A Sindrome de Williams-Beuren (SWB) é uma doenca de etiologia genética,
causada pela microdelecdo da regido 7q11.23. As principais caracteristicas clinicas da
sindrome s&o dismorfologias faciais tipicas, deficiéncia intelectual, cardiopatia congénita e
personalidade amigével. A Hibridag¢&o In Situ por Fluorescéncia (FISH) é uma importante
ferramenta no diagnostico de pacientes com SWB, sendo considerada a técnica “padrao
ouro”, porém é limitada por sua resolucdo, ndo identificando dele¢cBes atipicas e
duplicacbes. A Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) surge, entdo,
como uma alternativa a FISH sendo uma técnica mais informativa que permite a
caracterizacdo detalhada da regido deletada. Objetivos: O presente estudo teve como
objetivo principal identificar e caracterizar alteracdes genémicas na regido critica da SWB
nao diagnosticadas pela FISH. Casuistica: Foram estudados 24 pacientes da rede publica
de saude do Nordeste Brasileiro que apresentavam cariétipo normal e suspeita /
diagnéstico clinico da SWB. Metodologia: Foram realizadas as técnicas de FISH e MLPA
e caracterizagdo clinica dos pacientes. Resultados: O presente trabalho confirmou o
diagnéstico clinico para SWB de 16/24 (66,7%) pacientes estudados. A MLPA confirmou
todas as 16 delecdes identificadas pela FISH, além de caracterizi-las como dele¢des
tipicas da regido critica da SWB. Nos demais 8 pacientes que apresentavam FISH normal,
a MLPA confirmou a auséncia de altera¢cfes citogendmicas em 7g11.23 em 7 deles, e
identificou uma duplicacéo atipica da regido critica da SWB em um paciente, contrariando
o diagndstico clinico. Além disso, foi identificado um caso SWB familial entre méae e filha,
raramente encontrado na SWB. Conclusdes: A avaliacdo genética nesse estudo permitiu
confirmar a SWB na maioria dos pacientes estudados. Ambas as metodologias da FISH e
MLPA séo eficientes na confirmacao diagndstica da SWB. No entanto, somente a MLPA é
capaz de caracterizar e identificar possiveis duplicacbes. O diagndstico genético de
pacientes com suspeita clinica de SWB € de grande importancia para o prognéstico dos
pacientes, esclarecimentos aos familiares e realizacdo de aconselhamento genético

preciso para estas familias.

Palavras-chave: sindrome de Williams-Beuren; citogendmica; MLPA; FISH;

microdelecdes,



ABSTRACT

Introduction: Williams-Beuren syndrome (WBS) is a genetic etiology disease caused by
microdeletion of 7q11.23 region. The main clinical features of the syndrome are typical facial
dysmorphology, intellectual disability, congenital heart disease and friendly personality. The
Fluorescence In Situ Hybridization (FISH) is an important tool in the diagnosis of patients
with WBS, considered the technique "gold standard”, but is limited by its resolution, not
identifying atypical deletions and duplications. The Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) arises, then, as an alternative to FISH, a more informative technique
that allows detailed characterization of the deleted region. Objectives: This study aimed to
identify and characterize genomic alterations in the critical region of WBS not diagnosed by
FISH. Patients: We studied 24 patients in the public health of the Brazilian Northeast with
normal karyotype and suspected / clinical diagnosis of WBS. Methodology: We performed
the techniques of FISH and MLPA and clinical characterization of patients. Results: This
study confirmed the clinical diagnosis for WBS in 16/24 (66.7%) patients. The MLPA has
confirmed all 16 deletions identified by FISH, and characterize them as typical deletions of
critical region of WBS. In the remaining 8 patients with normal FISH, the MLPA confirmed
the absence of changes in 7q11.23 in 7 of them, and identified an atypical duplication of the
critical region of the WBS in one patient, contrary to the clinical diagnosis. In addition, it
identified a case of WBS familial between mother and daughter, rarely found in WBS.
Conclusions: The genetic evaluation in this study confirmed the WBS in most patients.
Both methods of FISH and MLPA are effective in diagnostic confirmation of WBS. However,
only the MLPA is able to characterize and identify possible duplications. Genetic diagnosis
of patients with clinical suspicion of WBS is of great importance for the prognosis of patients,

explanations to family and making an accurate genetic counseling for these families.

Keywords: Williams-Beuren syndrome; cytogenomics; MLPA; FISH; microdeletions.
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INTRODUCAO

A Sindrome de Williams-Beuren (SWB) (OMIM #194050) € causada por
microdelegao de aproximadamente 1,5 Mb na regido 7q11.23 no cromossomo 7 de origem
materna ou paterna, envolvendo cerca 20 genes (Pober, 2010; Honjo et al., 2012). A
hemizigosidade desses genes causa um quadro clinico caracteristico da sindrome,
facilmente identificado por sinais faciais tipicos como volume periorbital, ponte nasal plana,
boca grande e labios grossos, além de personalidade amigével, deficiéncia intelectual (DI)
leve a moderada, anomalias cardiovasculares congénitas e hipersensibilidade ao som
(Pober, 2010; Euteneuer et al., 2014). Apesar da facil identificacdo desses sinais, a

confirmacao genética do diagnaostico clinico nem sempre ocorre.

Em geral, esses pacientes sdo encaminhados aos ambulatérios de genética médica
devido a DI idiopatica, muitas vezes acompanhada por alguma cardiopatia congénita. No
entanto, apresentam cariotipo normal necessitando, por se tratar de uma sindrome de

microdelecdo, de estudos citomoleculares para o diagndstico efetivo.

Existem diferentes técnicas citomoleculares que podem ser utlizadas no
diagndstico genético da SWB. A Hibridizag&o In Situ por Fluorescéncia (FISH) e a Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA) s&o técnicas eficazes na deteccdo da
microdelecdo em 7q11.23 caracteristica da SWB (Dutra et al., 2012) e devem ser aplicadas
para a confirmagdo do diagndstico clinico da sindrome e estudo citomolecular mais

detalhado da microdelecéo.

O presente estudo da continuidade a uma pesquisa anterior realizada pela Rede de
Investigacao Genética de Deficiéncia Mental (Rede IGDM — CNPq — Edital MCT/CNPq/CT-
SAUDE N°57/2010) entre 2011 e 2014, na qual pacientes com suspeita clinica de SWB
foram atendidos, todos com cariétipo normal. Cerca de 58% destes pacientes tiveram o
diagndstico de SWB confirmado pela FISH, no entanto, 42% destes permaneceram sem
conclusdo. Acredita-se que, nesses pacientes, outras alteracdes genbmicas em 7q11.23,

ndo detectaveis pela FISH, possam estar presentes.

Assim, o objetivo principal dessa pesquisa foi identificar e caracterizar alteragoes
gendmicas em 7¢11.23 ndo diagnosticadas pela FISH nos pacientes com diagndstico
clinico da SWB atendidos na rede publica de salde do Nordeste Brasileiro utilizando a
técnica de MLPA.

O expressivo numero de pacientes com suspeita de SWB atendidos em
ambulatérios de genética de hospitais publicos, muitos do quais ainda sem diagnéstico

conclusivo para a SWB, destaca a importancia desse estudo.
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A utilizacdo em instituicbes publicas de salde de exames genéticos mais
abrangentes e informativos como a MLPA pode permitir ampliar a taxa de diagndéstico
genético da SWB além de caracterizar genomicamente a alteracdo envolvida. O
diagnostico preciso proporciona tratamento clinico multidisciplinar aos pacientes
direcionado as peculiaridades da sindrome, além de oferecer informacdes de risco de

recorréncia para aconselhamento genético individualizado para cada familia.
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REVISAO DE LITERATURA

1 A Sindrome de Williams-Beuren

A SWB é uma sindrome de microdelecdo ou de delecdo de genes contiguos,
causada pela perda de uma copia de aproximadamente 20 genes presentes na regiao
7911.23, que abrange 1,5 a 1,8 milhdes de pares de bases (pb). A dele¢édo pode ocorrer
no cromossomo 7 herdado maternalmente ou paternalmente em igual proporgéo (Smoot
etal., 2005; Pober, 2010). Na maioria dos casos, a delecdo ocorre esporadicamente, porém
h& relatos de familias com heranca autossémica dominante para a sindrome (Cortada et
al., 1980; Sadler et al., 1993; Morris et al., 1993; Smoot et al., 2005; Pober, 2010; Honjo et
al., 2012; Dutra et al., 2012).

A SWB é caracterizada, principalmente, por aspectos faciais distintos, baixa
estatura com déficit de crescimento, hipotonia, DI, comportamento amigéavel e hiper-social,
doencga cardiaca congénita com prevaléncia da estenose adrtica supravalvular (EASV) e
hipercalcemia infantil (Smoot et al., 2005; Honjo et al., 2012; Dutra et al., 2012; Euteneuer
et al., 2014).

Os pacientes com esta sindrome também podem apresentar outras manifestagées
clinicas variaveis em rins, olhos, sistemas gastrointestinal e osteoarticular. Alguns
problemas médicos adicionais complicam o quadro da SWB, tais como dificuldades de
alimentacao, cdlicas, irritabilidade e anomalias dentais (Smoot et al., 2005; Honjo et al.,
2012; Dutra et al., 2012).

Dismorfologias faciais sutis estdo presentes em todos pacientes com SWB. A
extensdo das dismorfologias varia entre os individuos, bem como, ao longo da vida do
mesmo individuo (Morris et al., 1988). As caracteristicas faciais mais notaveis em criancas
com SWB incluem volume periorbital, iris estrelada, ponte nasal plana, nariz pequeno e
arrebitado, filtro longo, perfil facial plano, queixo pequeno e pele delicada (Smoot et al.,
2005). Ao longo do tempo, essa aparéncia facial sofre mudancas, frequentemente com

engrossamento dessas caracteristicas nos adultos (Pober, 2010).

A EASV é um importante sinal clinico para a suspeita da SWB, porém esse nao é
um sinal inico da SWB e, portanto, ndo deve ser considerado patognoménico. A auséncia
de EASV ou outras doencas cardiacas congénitas ndo exclui o diagnoéstico de SWB (Honjo
et al., 2014).
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Todos os pacientes com SWB tém DI, com grau variando de leve a moderado, com
um quociente de inteligéncia (Ql) médio de 50 — 60. Porém, alguns apresentam QI proximo
a média normal baixa da populacdo geral (Ql 70 a 90) (Smoot et al., 2005). Entretanto, a
cognicado desses pacientes é mais complexa que o indicado apenas pelo QIl. Individuos
com SWB tém perfil cognitivo desigual, com padrao caracteristico de pontos fortes e fracos.
Consequentemente, um QI global pode ser ilusério e esconder esse padrdo. Os relativos
pontos fortes estdo relacionados com a meméria auditiva de rotina e certos aspectos da
linguagem, combinados com pontos fracos nas habilidades visual-espaciais e visual-
motoras (Mervis et al., 2000; Pober, 2010).

Embora a SWB seja uma sindrome amplamente reconhecida, dados de sua
prevaléncia na populacdo geral sédo limitados. A incidéncia relatada da SWB esta entre
1:7.500 e 1:20.000. Essa ampla variacéo pode ser devido a dificuldades na identificacédo e
encaminhamento de pacientes para diagndstico, como aqueles que apresentam
dismorfologias indistintas ou atipicas, sendo estes negligenciados. A SWB nao apresenta
nenhuma preferéncia étnica ou sexual, sendo diagnosticada em diferentes grupos étnicos
e areas geograficas (Stromme et al., 2002; Heller et al., 2003; Honjo et al., 2012; Dutra et
al., 2012).

A depender dos genes envolvidos na dele¢éo, o fenétipo dos pacientes com SWB
pode variar de um Unico sinal clinico a expressdo completa das caracteristicas de SWB
(Pober, 2010; Honjo et al., 2012). O quadro clinico de cada paciente pode variar, até
mesmo em um mesmo individuo ao longo da vida, apresentando todos ou apenas uns
poucos sinais clinicos relatados acima (Morris et al., 1988; Pober, 2010; Dutra et al., 2012).
Devido a essa grande variabilidade fenotipica, a SWB é um excelente modelo para estudos

de correlacdo gendétipo-fenétipo (Pober, 2010; Honjo et al., 2012).
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2 Caracterizacdo genética da Sindrome de Williams-Beuren

A regido critica da SWB (WBSCR) foi mapeado em 7q11.23 e contém o gene da

elastina (ELN), bem como outros genes adjacentes (Figura 1).

Centromeric Medial Medial Telomeric

duplicons duplicons duplicons duplicons
I 11 1 WBSCR f 1T |
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O] WBSCR23, an intronless gene in GTF2IRD1 within both duplicons and WBSCR
O Potential breakpoint regions for typical deletions

Figura 1 — Esquema da regiao critica da sindrome de Williams-Beuren (7g11.23). Fonte: POBER, 2010
— adaptado.

A microdelecdo do cromossomo 7 envolvida na SWB ocorre devido a arquitetura
genética Unica dessa regido. Especificamente, a regido deletada, referida como a regido
cromossdmica da SWB, é flanqueada por conjuntos de genes altamente homdlogos e
pseudogenes organizados em blocos de repeticdo de cépias de poucas bases (LCR’s)
conhecidos como duplicons. O alto grau de homologia entre esses duplicons
flanqueadores, bem como a proximidade entre eles, predispde a regido cromossdmica da
SWB em cada cromossomo 7 a desalinhar durante a meiose podendo levar ao crossing-
over desigual e posterior delecdo da regido da SWB. Sendo assim, a recombinacéo
homoéloga ndo-alélica (NAHR) entres os duplicons € o principal mecanismo de origem da
SWB (Lupski, 1998; Heller et al., 2003; Pober, 2010; Honjo et al., 2012; Dutra et al., 2012).

Assim como em outras desordens causadas por NAHR, os duplicons que
flanqueiam a regido cromossémica da SWB também predispem a regido a outras
mudangas genéticas, tais como duplicagcbes e inversbes (Figura 2) (Lupski and
Stankiewicz, 2005; Pober, 2010). Pacientes com duplica¢gbes da regido cromossémica da

7
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SWB néo se assemelham, nem fisicamente, nem cognitivamente, aos pacientes com SWB.
Ja a inverséo de toda regido cromossdmica da SWB, encontrado em aproximadamente 7%
da populacéo geral, € considerada um polimorfismo benigno, uma vez que os portadores
séo fenotipicamente normais (Smoot et al., 2005; Pober, 2010; Dutra et al., 2012).

WBSCR
T 1
. CABCIIAN! | NIl M EAIBAC]
WBSCR misalignment Incorrect alignment
during meiosis of duplicons
(CABICI T I i1 WEEA[BAC]
WEBSCR
WBSCR
EED O OO S
Crossingover S -
FEED O DO e
WBSCR
Deletion of WBSCR
AlBAG '
Abnormal recombinant 0000 —-ssssssssseeooooooooooooooooo -
products WBSCR WESCR Duplication of WBSCR

EIGE O 00 B OO 00T

Figura 2 - llustracdo do desalinhamento da WBSCR e suas possiveis consequéncias. Fonte:
Pober, 2010 — adaptado.

Em mais de 98% dos pacientes que apresentam diagndstico clinico para SWB, os
pontos de quebra da delecdo incidem dentro dos duplicons, resultando nas delec¢es tipicas
da sindrome (Figura 1). A maioria das quebras ocorre em duplicons médios ou
centroméricos e leva a uma delecao de aproximadamente 1,5 Mb, envolvendo de 26 a 28
genes. Com menor frequéncia, uma delecao ligeiramente maior, de 1,8 Mb, abrangendo
cerca de 28 genes pode ocorrer. A microdele¢ao tipica mais comum, com cerca de 1,5 Mb,
€ encontrada em 90 a 95% dos pacientes (Heller et al., 2003; Smoot et al., 2005; Honjo et
al., 2012; Dutra et al., 2012). No entanto, nenhuma diferenca fenotipica, além do risco de
hipertensdo, tem sido notada entre pacientes que tém delecdes tipicas de ambos os
tamanhos (Pober, 2010; Dutra et al., 2012), derrubando a hipdtese que a diferenca no
tamanho das delec8es tipicas poderia explicar a variabilidade fenotipica dos pacientes com
SWB.

Cerca de 2% dos pacientes tém dele¢Bes atipicas na WBSCR, ou seja apresentam
delecdes menores que 1,5 Mb ou maiores que 1,8 Mb, e frequentemente demostram

manifestacdes clinicas atipicas (Bayés et al., 2003; Dutra et al., 2012; Honjo et al., 2014).
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Essas delecdes atipicas podem ser a causa da variabilidade fenotipica substancial
entre os pacientes com SWB (Dutra et al., 2012). Aqueles com uma pequena delecao
atipica envolvendo a porcdo telomérica da regido cromossdmica da SWB tém
caracteristicas comuns da sindrome enquanto que, reciprocamente, aqueles cuja delecao
atipica ndo envolve esta porcao da regido cromossdémica tém caracteristicas mais suaves
da SWB. Em conjunto, esses achados indicam que dele¢Bes envolvendo apenas genes

préximos a extremidade telomérica sao suficientes para levar ao perfil

neurodesenvolvimental tipico da SWB (Pober, 2010).

2.1 Contribuic@es fenotipicas dos genes envolvidos na regido critica da

Sindrome de Williams-Beuren

Embora pelo menos 21 genes tenham sido identificados na delecdo da SWB (Figura
1), suas contribui¢Bes individuais para as caracteristicas dos pacientes ainda ndo estédo
completamente estabelecidas. Até agora, apenas a delecdo do gene da elastina (ELN) tem
seu efeito bem esclarecido. Entretanto, a hemizigosidade do ELN é necessaria, porém nao

suficiente para causar, sozinha, a SWB (Heller et al., 2003).

Foram propostas possiveis contribuicdes fenotipicas da hemizigosidade de outros
seis genes da regido critica da SWB (LIMK1, CLIP2, GTF2Il, GTF2IRD1, RFC2 e STX1A),
apesar de ainda néo ser clara essa relagcédo (Francke, 1999; Smoot et al., 2005; Pober,
2010; Honjo et al., 2012; Euteneuer et al., 2014). Até 0 momento, ndo ha estudos que

indiqguem as contribui¢cdes dos outros genes envolvidos na delecdo desta sindrome.

A quebra do ELN por transloca¢éo ou delecdo parcial esta firmemente associada a
EASV. O gene ELN, que codifica a proteina tropoelastina, € composto por 34 éxons,
distribuidos em aproximadamente 50 Kb no centro da regido deletada da SWB (Francke,
1999). Apesar da clara associagédo entre a hemizigosidade do ELN e doencgas cardiacas
congénitas na SWB, pelo menos 15% dos pacientes com delecdo em ELN n&o apresentam
anomalias cardiacas. Fatores epigenéticos, como variacdes no numero de copias em
outras regibes do genoma, podem ter papel importante na manifestagdo das cardiopatias
associadas a SWB (Honjo et al., 2014).

A perda de uma copia do gene LIMK1, vizinho ao ELN, resulta em
comprometimento da construgdo visual-espacial, uma caracteristica comum na SWB. O
gene LIMK1 codifica uma proteina quinase-LIM1 que é altamente expressa em neurdnios

e tem papel na regulagdo da estrutura citoesqueletal por filamentos de actina, sendo
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importante, porém, ndo suficiente na determinacdo do perfil cognitivo da SWB (Francke,
1999; Smoot et al., 2005; Pober, 2010; Honjo et al., 2012; Euteneuer et al., 2014).

Existe um consenso que os genes CLIP2, GTF2IRD1 e GTF2-I, mais teloméricos
da regido critica da SWB, séo genes candidatos para a causa da DI e possivelmente outros

aspectos da personalidade da SWB (Smoot et al., 2005).

O gene CLIP2 cadifica CLIP-170, também chamada de restina, uma proteina ligante
citoplasmética que é abundantemente expressa no cérebro e media interacdes entre

organelas celulares e microttbulos (Francke, 1999; Smoot et al., 2005; Pober, 2010).

O gene GTF2I é o mais telomérico da regido critica da SWB e codifica o TFII-I, um
fator de transcricao que esta envolvido na desacetilacdo de histonas e remodelamento da
estrutura da cromatina. Possivelmente, estd envolvido com anomalias craniofaciais,
dentarias, retardo de crescimento, perfil cognitivo da SWB e prejuizos de respostas visuais
(Smoot et al., 2005; Pober, 2010).

Imediatamente ao lado do GTF2l esta o gene GTF2IRD1, relacionados
estruturalmente e funcionalmente, que codifica um fator de transcricao da familia TFII-I.
Perda apenas do gene GTF2IRD1 pode nao ter efeitos no fenétipo da SWB; entretanto
consequéncias adversas podem resultar da dele¢cdo combinada de GTF2IRD1 e GTF2I,
possivelmente devido desregulacdo sinérgica de programas de desenvolvimento. Estudos
suportam a hipétese que a hemizigosidade destes dois genes em conjunto esta associada
com anomalias craniofaciais, déficit cognitivo e motor especificos da SWB (Smoot et al.,
2005; Honjo et al., 2012; Euteneuer et al., 2014).

Os estudos dos limites de dele¢des de individuos com EASV e SWB, claramente,
implicam o gene GTF2I na definicdo do perfil cognitivo da SWB. Os genes GTF2IRD1 e
CLIP2 podem também contribuir para os fendtipos cognitivo e de personalidade dos

pacientes com SWB (Smoot et al., 2005).

O gene RFC2 codifica a segunda maior subunidade de um complexo com cinco
proteinas, que € essencial para os processos de replicacdo do DNA. A perda de uma cdépia
desse gene pode afetar a eficiéncia da replicagdo de DNA, contribuindo, assim, para déficit
de crescimento e outros problemas de desenvolvimento (Francke, 1999; Honjo et al.,
2012).

Genes inclusos ha WBSCR mais préximos ao centrébmero também podem contribuir

para o fenétipo dos pacientes afetados por essa sindrome, tal como o gene STX1A. A
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hemizigosidade de STX1A, que codifica uma proteina especifica do cérebro, essencial para
a liberacdo dos neurotransmissores das vesiculas sinpticas, pode contribuir com a
memoria auditiva aprimorada documentada em alguns individuos com SWB. Outra
possivel contribuicdo fenotipica desse gene sao os prejuizos de tolerancia a glicose, vistos
em casos de SWB (Francke, 1999; Pober, 2010).

A presenca de somente uma coépia, ao invés de duas copias, de cada gene da
regido cromossémica da SWB deve reduzir a expressao das proteinas codificadas pela
metade. Além disso, muitos genes néo deletados que flanqueiam a regido cromossémica
da SWB, inesperadamente, exibem expressao diminuida, possivelmente devido a efeito de
posicao (Pober, 2010). Além da expressao reduzida e possiveis efeitos de posi¢ao, outros
fatores podem contribuir para o fenétipo da SWB, como variagdo genética em alelos néao-
deletados ou modificadores genéticos em outras posicdes do genoma (Euteneuer et al.,
2014).

3 Estudo citogendmico da Sindrome de Williams-Beuren

A regido mais comumente deletada na SWB, com aproximadamente 1,5 Mb de
tamanho, estiq abaixo do limiar de deteccdo da técnica de citogenética classica por
bandamento GTG, que é capaz de detectar apenas dele¢cbes maiores que 10 Mb. Mesmo
a técnica de bandamento de alta-resolucéo, capaz de identificar alteracbes de 3 — 5 Mb,
dificilmente permite detectar a microdelecdo em 7gq11.23 (Shaffer and Bejjani, 2004; Smoot
et al., 2005). Assim, é importante a aplicacdo de técnicas citomoleculares para o

diagnéstico e o estudo genético da SWB.

O método da FISH possibilita que sequéncias conhecidas do DNA sejam inseridas
em uma variedade de vetores, tais como plasmideos e cromossomos artificiais de bactérias
(BAC’s) e sejam utilizadas como sondas para hibridizar com regides especificas dos
cromossomos humanos (Shaffer and Bejjani, 2004). A FISH, envolvendo sondas
especificas para a WBSCR, permite o diagnéstico da SWB ao mostrar a presenca de
apenas uma copia dos genes desta regido, ao invés de duas copias. E considerada a
técnica padréo para o diagnéstico citomolecular da SWB, com poder de detectar mais de

95% dos individuos com esta sindrome (Pober, 2010; Honjo et al., 2012).

Sabendo que mudancas no numero de cOpias de certas sequéncias especificas de
cromossomos estdo frequentemente envolvidas na causa ou predisposicdo a doencas
humanas e sindromes, Schouten e colaboradores (2002) desenvolveram a técnica de

MLPA, apds perceber que pouquissimas das técnicas de diagndstico disponivel na época
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eram capazes de detectar dele¢cdes ou duplicagbes em um Unico éxon de um gene,
especialmente quando pouca quantidade de DNA estava disponivel. A MLPA se baseou
na técnica de Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH) na qual ja era possivel
amplificar 40 sondas especificas em uma Unica reacdo, utilizando um Unico par de primers,
porém exigia imobilizacdo do DNA e exaustivas lavagens das sondas nao ligadas. Eles,
entdo, desenvolveram a técnica de MLPA, capaz de amplificar diversas regibes do
genoma, inclusive varios éxons de um mesmo gene, em uma reacao Unica, sem a
necessidade de imobilizacdo do DNA nem de remover 0 excesso de sonda, utilizando

amostras de DNA t&o pequenas quanto 20 ng.

Assim, a MLPA é uma técnica de quantificagdo de numero de copias de DNA. A
técnica é um ensaio multiplo que utiliza até 50 sondas ao mesmo tempo, sendo cada uma
correspondente a uma sequéncia de DNA diferente, para estimar o nimero de copias
relativas de cada sequéncia. Cada sonda no kit de MLPA tem um comprimento Unico e

pode, portanto, ser facilmente identificada (Schouten et al., 2002).

Na MLPA, nenhuma amostra de DNA é amplificada durante a PCR, e sim as sondas
que hibridizaram na amostra de DNA em estudo. Todas as sondas hibridizadas tém
sequencias terminais idénticas, permitindo amplificacdo de todas as sondas
simultaneamente utilizando apenas um par de primers. O uso de um Unico par de primers
de PCR para amplificar todas as sondas, torna o método muito robusto. Apés a PCR, os
produtos de amplificacdo sao separados e quantificados por eletroforese capilar (Schouten
et al., 2002).

A comparacgédo de sinais de fluorescéncia, apresentados em um grafico com picos
por um software de andlise dos resultados, entre 0 DNA teste e o0 DNA controle permite

quantificar as sequéncias de interesse na amostra de DNA.

A técnica de MLPA é frequentemente aplicada para detectar variagdo no numero
de cromossomos, perda ou ganho de regides submicroscoépicas e delecdo ou duplicacao
génicas. Normalmente, as sequéncias especificas utilizadas sdo diferentes éxons do(s)
gene(s) de interesse (Schouten et al.,, 2002; Kozlowski et al., 2008). Desde que foi
desenvolvida, a técnica tem sido utilizada como método diagndstico em muitas doencas

envolvendo anomalias cromossdmicas, incluindo a SWB (Dutra et al., 2012).

Um kit de MLPA, especifico para a SWB, foi desenvolvido e esta disponivel
comercialmente. Esse kit é capaz de detectar dele¢cdes ou duplicacbes em um ou mais
éxons dos genes FKBP6, FZD9, TBL2, STX1A, ELN, LIMK1, RFC2 e CLIP2 da regido
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cromossOmica da SWB. Além desses genes dentro da WBSCR, o kit de MLPA para SWB
também permite detectar alteracdes nos genes POR e HSPB1, localizados no duplicons
mais telomeérico a WBSCR. Assim, a avaliagdo dos pacientes com suspeita de SWB com
esse kit de MLPA possui uma abrangéncia maior da regido deletada, inclusive permitindo

sugerir o tamanho da delec¢ao (Honjo et al., 2012; Dutra et al., 2012).
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Objetivos

OBJETIVOS

1 Geral

Identificar e caracterizar alteracdes genémicas na regido 7q11.23 em pacientes com
suspeita clinica de SWB atendidos na rede publica de saiude do Nordeste Brasileiro

utilizando a Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA).

2 Especificos

e |dentificar alteragbes gendmicas envolvidas na SWB néo diagnosticadas pela
FISH.

e Caracterizar as microalterac6es em 7q11.23 nos pacientes estudados.

¢ Aumentar a taxa de diagndstico genético da SWB.

e Descrever clinicamente os pacientes com diagndstico genético da SWB.

e Comparar a sensibilidade da FISH e da MLPA no diagnéstico da SWB.

e Implantar a técnica de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
(MLPA) na Universidade Federal da Bahia para atender os pacientes da rede

publica de saude da regido Nordeste do Brasil.
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Materiais e Métodos

MATERIAIS E METODOS

1 Casuistica

A casuistica deste trabalho constitui-se de pacientes com diagnéstico clinico para
SWB e carittipo normal atendidos em ambulatérios de genética médica de instituicbes

publicas de saude do Nordeste do Brasil.

O presente estudo d& continuidade a uma pesquisa anteriormente realizada pela
Rede de Investigacdo Genética de Deficiéncia Mental (Rede IGDM — CNPq - Edital
MCT/CNPg/CT- SAUDE N°57/2010) realizada entre 2011 a 2014. A Rede IGDM atendeu
24 (vinte e gquatro) pacientes com suspeita de SWB e cariétipo normal. Aproximadamente
58% destes pacientes confirmaram a suspeita da SWB através da FISH, porém 42% né&o

obtiveram essa confirmacao.

Utilizamos neste estudo, pacientes oriundos da pesquisa Rede IGDM (cadastro
CEP 13/11) e novos pacientes admitidos ao estudo através da pesquisa “Alteragbes
Citogen6micas em Pacientes com Anomalias Congénitas” (CEP COM-HUPES parecer
993.246) a partir de marco de 2015.

Os centros ambulatoriais em parceria com este trabalho sdo o Ambulatério de
Genética Médica do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (COM-
HUPES/UFBA - Salvador/BA), o Hospital Infantil Albert Sabin (Fortaleza/CE) e a
Associacéo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE - S&o Luiz/MA).

2 Metodologia

A pesquisa iniciou-se com a triagem clinica, onde o médico geneticista avaliou as
caracteristicas clinicas gerais do paciente, através de ficha de avaliacao clinica (Anexo 1).
Uma vez estabelecida a suspeita para a SWB, foi aplicado o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE — Anexos 3 e 4) aos responsaveis pelos pacientes que
concordaram em participar do estudo. Apds a assinatura do TCLE foram coletados dados
clinicos especificos para SWB através do Protocolo para Diagnéstico Clinico da Sindrome
de Williams-Beuren (Anexo 2) e material biolégico do paciente (5 mL de sangue periférico

em heparina e 5 mL de sangue periférico em EDTA) para as analises laboratoriais.

Todos os pacientes dessa pesquisa realizaram cariotipagem com bandamento
GTG, além das técnicas de FISH e MLPA.

Nos pacientes com FISH alterado, a MLPA foi realizada com o objetivo de

caracterizar a delecdo encontrada, identificando seu tamanho e os genes envolvidos. Ja
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nos pacientes com FISH normal, a MLPA foi realizada com o intuito de identificar altera¢des
citogendmicas na regido critica da SWB néo identificadas pela FISH que expliquem o

guadro clinico dos pacientes, além de caracterizar a alteracéo.

Os testes de citogenética classica, a FISH e a MLPA foram realizados no
Laboratorio de Genética Humana e Mutagénese (LGHM) do Instituto de Biologia da
Universidade Federal da Bahia (IBIO/UFBA) com colaboracao dos laboratérios de Genética
Humana do COM-HUPES/UFBA e de Imunologia e Biologia Molecular do Instituto de
Ciéncias da Saude (ICS/UFBA).

2.1 Citogenética classica

A citogenética classica foi realizada a partir da cultura in vitro de linfécitos do sangue

periférico coletado em heparina, seguindo a técnica de Moorhead et al. (1960).

Aproximadamente 0,5 mL de sangue total de cada amostra foi semeado em meio
de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10% de soro fetal bovino e 0,1 mL de fito-
hemaglutinina. A cultura foi mantida em incubadora a 37°C e 5% CO; por 72h, quando,
entdo, foi aplicado 0,1 mL colchicina e apds 45 minutos, realizado choque hipotdnico com
KCI 0,075M. O material foi fixado em metanol e acido acético (3:1) e entdo montado em
laminas. As laminas foram submetidas ao bandamento GTG (resolugéo 400-550 bandas)
segundo modificagdo da técnica descrita por Yunis & Sanchez (1973). Foram analisadas
20 metéafases de cada paciente, sendo este nUmero aumentado quando houve suspeita de
mosaicismo. O cariétipo foi determinado segundo as normas do Sistema Internacional de

Nomenclatura em Citogenética (ISCN) 2013.
2.2 Hibridizacéo in situ por fluorescéncia (FISH)

A FISH foi realizada nas laminas das preparaces cromossdmicas de acordo com
0s métodos descritos por Pinkel et al. (1986). Foram utilizadas sondas comerciais Cytocell
especificas para SWB (Figura 3) de acordo com o protocolo do fabricante. As analises
foram realizadas em microscopio de fluorescéncia Olympus utilizando os filtros adequados
as sondas utilizadas. Foram analisados 20 nucleos interfasicos e/ou metafases para cada

paciente.

A sonda utilizada no estudo abrange a WBSCR, envolvendo os genes FZD9, TBL2,
CLDN4, ELN, LIMK1, RFC2, CLIP2, GTF2IRD1, GTF2l e NCF1, como mostrado na

ilustracéo a seguir.
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D7Z1 Williams-Beuren
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Figura 3 - Esquema da sonda da FISH especifica para SWB (Cytocell Aquarius — cat. No. LPU 011).
Sinal verde: sonda de referéncia marcando centrébmero do cromossomo 7; sinal vermelho: sonda de
interesse na regiao 7q11.23. Fonte: Catalogo 2012/2013 de sondas Cytocell.

2.3 Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA)

Extracdo de DNA genémico: o sangue em EDTA foi centrifugado a 2.000 rpm,
durante 10 minutos, para separacao total de hemacias e leucdcitos, sendo que apenas a
camada leucocitaria foi utilizada no processo de extracdo de DNA. O material genético foi
extraido com o Kit Wizard® Genomic DNA Purification da Promega segundo protocolo
fornecido pelo fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro

(BioDrop®) e armazenadas em freezer a -20°C.

O procedimento da MLPA envolve cinco etapas: (1) desnaturacéo; (2) hibridizacéo
das sondas ao DNA estudado, (3) ligacéo dos oligonucleotideos que compdem as sondas,
permitindo que elas emitam fluorescéncia; (4) amplificacdo por PCR e (5) separagédo dos
produtos da PCR por eletroforese capilar. Os reagentes e enzimas necessarios em todas
as etapas da MLPA séo vendidos comercialmente em um unico kit de MLPA pela empresa
MRC-Holland, juntamente com as sondas especificas.

Neste estudo, foi utilizado o kit de sondas da empresa MRC-Holland especifico para
a SWB (SALSA MLPA probemix P029-B1 Williams-Beuren Syndrome — Anexo 5) e as
reacdes de MLPA foram realizadas segundo orienta¢c@es do fabricante. Esse kit de sondas
contém 10 sondas que detectam sequéncias no gene ELN; 15 sondas que detectam
sequéncias fora do gene ELN, porém incluidas na regido comumente deletada da SWB; e
5 sondas na regido 7ql1, fora da regido tipica. Além disso, 9 sondas de referéncia estéo

inclusas nesse kit, detectando diferentes outras regides autossdmicas (Figura 4).
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Figura 4 - Localizacdo das sondas e seus genes correspondentes na regido 79q11.23 do kit SALSA
MLPA probemix P029-B1 Williams-Beuren Syndrome.

Os dados gerados foram analisados por meio do software Coffalyser.Net (MRC-
Holland). A altura do pico de cada produto de amplificacédo reflete o nimero relativo de
copias de cada sequéncia-alvo. Assim, os resultados foram considerados alterados quando
o tamanho do pico da amostra analisada foi menor do que 0,75 (dele¢éo) ou maior do que
1,25 (duplicagéo) quando comparados aos de amostras normais. Por se tratar de um teste
citogendmico comparativo, em todas as reagdes de MLPA foram utilizados pelo menos

quatro controles normais.
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O presente estudo constitui-se de 24 pacientes (13 do sexo feminino e 11 do sexo
masculino) com suspeita e/ou diagndstico clinico de SWB, sendo 17 pacientes atendidos
durante a pesquisa da Rede IGDM e 7 pacientes novos. Estes pacientes foram oriundos
dos centros ambulatoriais parceiros do estudo: 11 pacientes do Ambulatério de Genética
Médica do Complexo Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos (COM-
HUPES/UFBA - Salvador/BA), 10 pacientes da Associacdo de Pais e Amigos dos
Excepcionais (APAE - S&o Luiz/MA) e 3 pacientes do Hospital Infantil Albert Sabin
(Fortaleza/CE).

A média de idade dos pacientes no momento do atendimento no ambulatério foi de

8,03 anos (DP + 7,81), com idade minima de 1 ano e 2 meses e maxima de 40 anos.

Todos os pacientes apresentaram cariétipo normal. Quanto a técnica da FISH, 16
pacientes (66,7%) apresentaram FISH alterado, confirmando a hemizigosidade dos genes

da WBSCR, e 8 (33,3%) demonstraram FISH normal, evidenciando as duas cépias dos

genes desta regido (Figura 5).

Figura 5 - FISH em metafases dos pacientes 18 e 09 evidenciando, respectivamente, duas copias da
WBSCR e uma Unica copia, configurando uma microdele¢do. Sinal vermelho: WBSCR em 7q11.23;
sinal verde: referéncia.

A MLPA foi realizada em todos os pacientes com FISH normal e FISH alterado. Dos
16 pacientes com FISH alterado para SWB, todos confirmaram a dele¢&o através da MLPA,
evidenciando apenas uma coépia dos genes FKBP6, FZD9, TBL2, STX1A, ELN, LIMK1,
RFC2 e CLIP2, todos dentro da WBSCR, configurando uma delec¢éo tipica da SWB (Figura
6). A caracterizacao clinica destes pacientes pode ser observada na Figura 7 e Quadro 1.
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Figura 6 - Gréfico do resultado de MLPA do paciente 11 gerado pelo software Coffalyser.Net,
evidenciando a perda de uma cépia dos genes detectados pelas sondas na WBSCR do kit P029-
B1, confirmando a delecao tipica da SWB. As sondas dos genes POR e HSPB1, ndo deletadas
neste paciente, se localizam no duplicons mais telomérico a WBSCR, néo pertencendo a dele¢éo
tipica da SWB.

Paciente 8 Paciente 11 7 [ ' \ Paciente 16

Figura 7 - Pacientes com diagnéstico de SWB confirmado por FISH e MLPA. Observar sinais clinicos
da SWB como: testa larga, bochechas cheias, ponta nasal bulbosa, boca grande com sorriso largo e
dentes pequenos e espacados.

Entre os 8 pacientes com FISH normal para SWB, o resultado da MLPA demonstrou
presenca em duas cépias de todas as regibes cobertas pelas sondas do kit em 7 deles,

confirmando a auséncia de dele¢des na WBSCR (Figura 8). No entanto, o paciente 17 com
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FISH normal para SWB apresentou uma duplicagcdo da regido WBSCR ao invés de uma
delecédo, um resultado inesperado para o estudo (Figura 9). A caracterizagao clinica destes

pacientes pode ser observada na Figura 10 e Quadro 2.
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Figura 8 - Grafico do resultado de MLPA da paciente 18 gerado pelo software Coffalyser.Net,
evidenciando duas copias de todas as regides detectadas pelas sondas do kit P029-B1, confirmando
a auséncia de alterac6es de nimero de copias na WBSCR.
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Figura 9 - Grafico do resultado de MLPA do paciente 17 gerado pelo software Coffalyser.Net,
evidenciando trés cépias dos genes identificados por todas as sondas de interesse do kit P029-
B1, confirmando a duplicacéo atipica da WBSCR.

24



Resultados

-8

Figura 10 - Pacientes sem diagndstico conclusivo para SWB. Observar sinais clinicos
caracteristicos da SWB mais sutis.

O paciente portador da duplicacdo 7q (Figura 11), do sexo masculino, foi
encaminhado ao ambulatério de genética médica pela mae aos 11 anos e 2 meses devido
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) e DI. Foram relatados vémitos
constantes; demora em sustentar a cabeca, sentar-se sozinho e no controle do esfincter;
afinidade com musica e incbmodo com sons altos. Além disso, 0 paciente apresentou
diagnéstico de fobia e de esquizofrenia. Avaliacao clinica detalhada mostrou olhos com
volume periorbital, filtro curto, boca grande, mandibula pequena e malocluséo, pescoco
longo, clinodactilia discreta, liberdade excessiva das articulacdes, personalidade amigavel,
retardo na iniciacdo da fala, dificuldade de aprendizado e ecocardiograma normal. A
analise do Protocolo para Diagnéstico Clinico para SWB (Anexo 2) deste paciente mostrou
um escore de 4 pontos, considerado baixo, uma vez que o escore médio de pacientes com
SWB é de 9 (DP % 2,86), porém indicativo para estudo por FISH (Committee on Genetics,
2001). O FISH mostrou-se negativo para a SWB, porém o MLPA evidenciou a duplicagéo

atipica em 7q11.23.
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Figura 11 - Paciente 17 com duplicacéo atipica de 7q11.23. Observar fissuras palpebrais curtas e
filtro curto (caracteristico da duplicacdo de 7gl11.23) e volume periorbital e boca grande
(caracteristico da SWB).

Também foi observado neste estudo, um caso de SWB familial que mostra uma
transmissao vertical mae-filha de uma delecao tipica da SWB. A filha (paciente 1) foi
encaminhada ao ambulatério de genética aos 5 anos e 9 meses de idade pela avé materna
por apresentar ADNPM. Inicialmente, foi relatado comportamento de autoagresséao,
constipacao crénica, dificuldade em reconhecer alfabeto e nimeros escritos e histérico de
otite. Avaliacdo clinica detalhada mostrou marcha atipica, discurso excessivo com
comportamento amistoso e dismorfologias faciais como: epicanto, persisténcia de gordura
periorbitaria bilateral, iris estrelada, labios grossos, dentes espagados e maloclusédo
dentéria. Ecocardiografia evidenciou estenose pulmonar e coarctacdo de aorta, ambos,

leves.

Durante atendimento clinico da paciente, a avé materna relatou um quadro clinico
semelhante na mée da paciente (paciente 10) com: demora para andar, discurso
excessivo, dificuldade escolar, discrepancia entre aquisicAo verbal e motora,
comportamento amistoso, agressividade com a mée, sem medo de estranhos e incobmodo
com sons altos. Também é possivel observar caracteristicas faciais tipicas da SWB na mae

da paciente, com grande semelhanca entre as duas (Figura 12).
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Paciente 10

Figura 12 - Fotos das pacientes 1 e 10 (filha e mae) com diagnéstico confirmado para SWB familial.
Observar caracteristicas faciais tipicas da SWB em ambas (plenitude periorbital, ponta nasal
bulbosa, bochechas cheias, filtro longo, boca grande, l4bios grandes e proeminentes, dentes
pequenos e espacados).

No presente estudo, 7/24 (29,2%) pacientes ndo obtiveram diagndstico genético
comprobatério para a SWB. O escore médio obtido na analise do Protocolo para
Diagndstico Clinico da SWB nesses pacientes foi de 4,85 pontos, considerado baixo para
o diagnodstico da sindrome. No entanto, pacientes que obtém escore = 3 pontos sao
indicados ao estudo da SWB através da FISH (Commitee on Genetics, 2001).
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Quadro 1 - Caracterizagdo clinica dos pacientes com SWB confirmada pela FISH e MLPA.

ESCORE* 12 7 9 7 12 3 4 5 3 NI 5 11 8 4 N7 6,92
5a 15a 2a 10a 2a 9a 6a ba ba 6a 4a la 9a 10a 4a
IoiNDl= om 6m 3m 9m 2m 6m 6m 4m 6m °® om 3m 2m 10m 8m  3m tee
SEXO F F F M MM F M F F M F S F F 10FE/6M
FISH AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL AL
MLPA DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL DEL

Resultados

Retardo de crescimento

Personalidade

09/15 (60,0)

excessivamente amigavel ! o * * * * o * * * A ()
Hipersensibilidade ao som + NI + + + + + + NI + 13/14 (92,8)
Ansiedade 1 NI + NI i 1 NI + NI + 10/12 (83,3)
ADNPM + + + + + + + + + + 16/16 (100,0)
Atraso nainiciagdo da fala T + + - T T NI + + + 14/15 (93,3)

Testa larga + + - - + + + + NI + 11/15 (73,3)
Plenitude periorbital + + + + + + NI + NI NI 12/13 (92,3)
Orelhas proeminentes - + - NI NI + NI + NI + 06/12 (50,0)
y:sriﬁa(;iur:;g ou anteverséo n " " " " n n NI " NI 13/14 (92,8)
Ponta nasal bulbosa + + + + + - NI + NI NI 12/13 (92,3)
Bochechas cheias + + + + + + NI + NI NI 12/13 (92,3)
Filtro longo + - NI + + + + NI NI + 11/13 (84,6)
Boca grande + + + - - + NI + + + 13/15 (86,6)
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Continuacao: Quadro 1 — Caracterizacao clinica dos pacientes com SWB confirmada pela FISH e MLPA.

15/16 (93,7)

+ + + = + NI + = + NI + = NI NI NI NI 07/10 (70,0)
+ + + + + NI + = = NI + + NI + NI NI 09/11 (81,8)
+ + = + + + + = = NI + + NI + NI + 10/13 (76,9)

08/12 (66,7)

08/10 (80,0)

08/09 (88,9)

09/12 (75,0)

Legenda: a: anos; m: meses F: feminino; M: masculino; AL: alterado; NO: normal; DEL: deleg&o; +: presente; -: ausente; NI: ndo informado;
ADNPM: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor.

* Escore obtido na analise do Protocolo para Diagnéstico Clinico da Sindrome de Williams-Beuren, baseado no Committee on Genetics, 2001.
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Quadro 2 — Caracterizacao clinica dos pacientes ndo diagnosticados para SWB.

04/07 (57,1)

04/07 (57,1)

o - + § + NI - + 05/07 (71,4)
+ + NI - + NI + - 04/06 (66,7)
+ + + + + + + + 08/08 (100,0)

06/08 (75,0)

05/07 (71,4)

+ + + = + + 5 + 06/08 (75,0)
- - NI + - + - - 02/07 (28,6)
- - NI A A A + + 05/07 (71,4)
_ + NI s + + - + 05/07 (71,4)
- + NI - + + + + 05/07 (71,4)
- + NI + - + - NI 03/06 (50,0)
+ + NI + - - o + 04/07 (57,1)

Resultados
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Continuacao: Quadro 2 — Caracterizacao clinica dos pacientes nao diagnosticados para SWB.

Labios grossos e

proeminentes ) * * * * ) ) ) BELE (040
Mandibula pequena + + NI - + NI - - 03/06 (50,0)
Hipoplasia malar + + NI - - NI - + 03/06 (50,0)
Dentes pequenos e bem ) ) :

s NI + + + 03/07 (42,8)
Malocluséo + + NI - - NI - - 02/06 (33,3)

Estenose aodrtica

- NI - - - - - -
supravalvular
Est,er_lose periférica de NI _ _ _ _ . . 03/07 (42,8)
artéria pulmonar
Outra doenga cardiaca NI R R o o _ +

congénita

Voz rouca - + NI NI - NI - - 01/05 (20,0)

Pescoco longo ou ombros

inclinados * + * + = NI - - 04/07 (57,1)

Legenda: a: anos; m: meses F: feminino; M: masculino; AL: alterado; NO: normal; DUP:
duplicagdo; +: presente; -: ausente; NI: ndo informado; ADNPM: atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor.

* Paciente com Sindrome da Duplicacdo 7q11.23.

** Escore obtido na analise do Protocolo para Diagndstico Clinico da Sindrome de
Williams-Beuren, baseado no Committee on Genetics, 2001.

Resultados
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DISCUSSAO

O diagndstico genético da SWB, causada, na maioria das vezes, por uma delecao
de 1,5 a 1,8 Mb na regido 7q11.23, depende do uso de técnicas citomoleculares, por se
tratar de uma sindrome de microdelecéo. Entretanto, vale ressaltar a importancia da
realizacdo do cariétipo, mesmo em pacientes com suspeita de sindromes de microdelecéo,
para descartar a ocorréncia de outras anomalias cromossdmicas que também podem
influenciar no fendétipo. A cariotipagem deve ser a técnica de triagem para a aplicacao das
técnicas citomoleculares, uma vez que, a maioria dessas técnicas avalia apenas a regido

de interesse e/ou necessitam da confirmacao dos achados através do cariétipo.

No presente trabalho, a utilizagdo conjunta das metodologias da FISH e MLPA
permitiu confirmar o diagnéstico clinico da SWB em 16/24 (66,7%) dos pacientes
estudados. Com isso, foi possivel demonstrar ndo haver diferenca quanto a sensibilidade
das técnicas para o diagndstico da SWB tipica. Ambas permitiram identificar a delecdo em
todos os pacientes desse estudo, sendo que a MLPA possibilitou a caracterizacdo da

regido envolvida na alteracéo, sendo, portanto mais informativa do que a FISH.

Além disso, a MLPA isoladamente permitiu identificar um paciente com Sindrome
da Duplicagdo 7q11.23 néo identificada pela FISH. A técnica da FISH tem limitacdes
quando se trata de detectar duplicacdes, principalmente em tandem, o que explica a ndo

evidéncia da duplicacdo da WBSCR no resultado deste paciente.

Os resultados de MLPA deste estudo mostraram uma concordancia de 95,8% com
os resultados da FISH. Salientando que o Unico paciente que apresentou resultados
discordantes entre FISH e MLPA, na verdade ndo possui SWB, e sim, Sindrome da
Duplicagéo 7g11.23. Esta alta concordancia entre as técnicas ja foi observada em outros
estudos de pacientes com suspeita de SWB como em van Hagen et al. (2007) e Cho et al.
(2009).

Todos os pacientes demonstraram a mesma dele¢éo envolvendo os genes FKBP6,
FzD9, TBL2, STX1A, ELN, LIMK1, RFC2 e CLIP2, dentro da WBSCR, enquanto os genes
POR e HSPB1, localizados em duplicons mais teloméricos a WBSCR nédo estavam
deletados. Isso nos permite afirmar que estes pacientes apresentam delecdes tipicas da
SWB.

Apesar da FISH ser capaz de detectar cerca de 95% dos casos de SWB (Pober,
2010; Honjo et al., 2012), é uma técnica de intenso esforco laboratorial, demorada, e que
ndo permite a deteccdo do tamanho da delecéo (Sellner and Taylor, 2004; Dutra et al.,
2012; Honjo et al., 2012). Além disso, tem como desvantagens praticas a incapacidade de
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detectar pequenas delecdes e duplicacbes e o fato de ser facilmente afetado pela

gualidade das metéfases (Cho et al., 2009).

Ao contrario da FISH, a técnica de MLPA é menos demorada, uma vez que nao
necessita de cultivo celular, e é tdo efetiva quanto a FISH na detec¢éo da delegdo na SWB,
fornecendo um mapeamento mais preciso da WBSCR, além de ser capaz de identificar
delecdes pequenas e duplicacdes (Schouten et al., 2002; Kozlowski et al., 2008; Cho et al.,
2009; Dutra et al., 2012).

O custo médio de cada teste de MLPA foi de R$ 62,00 enquanto que na FISH esse
custo foi de R$ 115,00 (considerando-se apenas o preco dos kits), mostrando que a MLPA
possui um melhor custo-beneficio quando comparado a FISH. Assim, a técnica de MLPA
mostra-se como uma alternativa mais informativa, mais barata e com o mesmo poder de

deteccao da delecdo da SWB.

Embora relativamente rara, a SWB tem se tornado cada vez mais bem conhecida
em ambos os circulos, profissional e leigo, devido a seu perfil cognitivo, personalidade e
caracteres faciais tipicos. O diagnostico da SWB baseia-se, primeiramente, no

reconhecimento de achados clinicos caracteristicos (Committee on Genetics, 2001).

O Committee on Genetics (2001) descreve um Protocolo para Diagnéstico Clinico
da SWB (Anexo 2) no qual é indicado como suspeito para essa sindrome o paciente que
possuir um escore médio de 9 pontos (DP * 2,86). Entre os pacientes deste estudo com
diagndstico genético confirmado, o escore medio foi de 6,92 pontos, dentro do desvio-
padrao esperado, e todos apresentavam fenétipo bem caracteristico da sindrome.

Entre os pacientes com SWB confirmados nessa pesquisa, as caracteristicas
comportamentais mais frequentes foram: personalidade excessivamente amigavel (100%),
ADNPM (100%), atraso na iniciacdo da fala (93,3%) e hipersensibilidade ao som (92,8%).

A literatura descreve uma frequéncia de 50 a 90% de ADNPM nos individuos com
SWB (Sugayama et al., 2003; Pober, 2010; Morris, 2010) e para hipersensibilidade ao som

uma incidéncia de 85 a 95% nestes pacientes (Sabbag, 2012).

A respeito dos sinais faciais caracteristicos da SWB, os mais observados entre o0s
pacientes com SWB confirmada foram: labios grossos e proeminentes (93,7%), nariz curto
ou anteversdo das narinas (92,8%), plenitude periorbital (92,3%), ponta nasal bulbosa
(92,3%), bochechas cheias (92,3%) e boca grande (86,6%).

Quanto aos problemas cardiovasculares, 80% dos pacientes com SWB confirmada

apresentaram alguma cardiopatia, sendo 20% acometidos por EASV, 30% por estenose
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periférica de artéria pulmonar e 30% por outras cardiopatias, como sopro cardiaco e forame
oval patente. Essa frequéncia condiz com a literatura, cuja incidéncia é de 50 a 80% nos
pacientes com SWB (Sugayama et al., 2003; Pober, 2010; Morris, 2010).

A SWB, em geral, é diagnosticada logo na infancia, uma vez que as caracteristicas
de personalidade e neuro-comportamentais da sindrome séo detectaveis cedo na vida
destes pacientes (Francke, 1999). A média de idade ao atendimento dos pacientes com
diagnéstico confirmado para SWB neste estudo foi de 6,53 anos (DP % 8,92), o que é
compativel com o diagnéstico ainda na infancia desta sindrome. Apenas uma paciente
(paciente 10) teve seu diagnéstico para SWB na fase adulta, por volta dos 40 anos de

idade, motivado pelo diagnéstico de sua filha (paciente 1), também com SWB.

Na grande maioria dos casos, a delecdo da SWB ocorre de maneira esporadica,
configurando uma delecédo de novo (Smoot et al., 2005; Pober, 2010; Honjo et al., 2012;
Dutra et al., 2012). Porém, a partir da década de 60, alguns relatos de gémeos
monozigdticos concordantes para a SWB comecaram a surgir. Em 1993, Morris e
colaboradores relataram pais e filhos afetados pela SWB, inclusive uma transmisséo pai-
filho, o que colocou a heranga autossémica dominante como a causa mais provavel da
SWB familial.

A duplicacdo atipica em 7¢q11.23, identificada no paciente 17 abrange uma regido
maior do que a normalmente deletada na SWB, envolvendo os genes POR e HSPB1 em
duplicons teloméricos. Este foi um resultado inusitado para o presente estudo, uma vez
gue paciente com duplicacdo 7g11.23 ndo se assemelham, nem fisicamente, nem

cognitivamente, aos pacientes com SWB.

A Sindrome de Duplicacdo 7q11.23 (OMIM #609757) foi primeiro descrita em 2005
por Somerville e colaboradores e é um dos possiveis resultados da recombinacdo
homéloga nao-alélica (NAHR), assim como a delecdo da SWB (Stankiewicz and Lupski,
2002; Dixit et al., 2013). A prevaléncia da duplicacdo é estimada em 1:13.000 — 20.000
nascidos vivos (Van der Aa et al., 2009), porém estudos mais recentes apontam uma
prevaléncia maior, em torno de 1:7.500 nascidos-vivos, depois que portadores saudaveis
foram descritos, sugerindo que a duplicacdo possa ser indetectavel em alguns individuos
(Torniero et al., 2008; Velleman and Mervis, 2011).

O fendtipo associado a essa duplicacdo € altamente varidvel, no entanto, prejuizo
na linguagem, problemas de comportamento e DI sdo caracteristicas constantes nestes
pacientes (Somerville et al., 2005; Kriek et al., 2006; Depienne et al., 2007; Berg et al.,
2007; Torniero et al., 2007; Orellana et al., 2008; Beunders et al., 2010; Dixit et al., 2013).
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O fendtipo completo da duplicacdo de 7g11.23 ndo é claro, tornando a triagem
clinica especifica ndo-confiavel (Torniero et al., 2008; Merritt and Lindor, 2008; Van der Aa
et al., 2009). Algumas anomalias menos comuns tém sido descritas em um ou mais casos
como: trigonocefalia, convulsdes, hipotonia, anormalidades do cérebro na imagem de
ressonancia magnética (MRI), fissura labial e/ou do palato, atresia coanal, baixa estatura,
hérnia diafragmatica congénita, anomalias vertebrais, frouxiddo ligamentar,
craniossinostose, glaucoma congénito, citis marmdérea, e neutropenia (Kriek et al., 2006;
Torniero et al., 2007, 2008; Merritt and Lindor, 2008; Orellana et al., 2008; Van der Aa et
al., 2009; Merla et al., 2010; Dixit et al., 2013).

Porém, em 2009, Van der Aa e colaboradores descreveram pela primeira vez o
fenétipo facial associado a esta duplicagdo, incluindo: testa proeminente, sobrancelhas
retas e bem colocadas, olhos profundos, fissuras palpebrais curtas, ponta do nariz longa
e/ou columela, nariz largo, filtro curto e labio superior fino. Esse perfil facial associado a
duplicacdo 7q11.23 foi sustentado em relatos de casos posteriores (Beunders et al., 2010;
Dixit et al., 2013). Essas caracteristicas sdo contrarias as achadas em pacientes com SWB,
caracterizados por linguagem expressiva relativamente fluente e articulada, nariz curto,
filtro longo e labios proeminentes (Somerville et al., 2005; Van der Aa et al., 2009; Dixit et
al., 2013). O contraste entre os fenotipos associados com a SWB e a duplicagdo 7q11.23
sugere que o0s genes dentro desta regido cromossdmica sdo sensiveis a dosagem
(Somerville et al., 2005).

Das caracteristicas descritas até o momento para a Sindrome da Duplicacdo
7911.23, o paciente em questdo apresenta prejuizo na linguagem, DI, problemas
comportamentais (fobia / esquizofrenia), convulsdes, hipotonia, frouxiddo ligamentar,
fissuras palpebrais curtas, columela discretamente alongada e filtro curto. Sdo poucas
caracteristicas avaliveis para sugerir a duplicacdo. A literatura sobre duplicagdo atipica
em 7q11.23, abrangendo duplicons teloméricos, mostra ndo haver caracteristicas
adicionais ou mais severas nestes casos, quando comparados aos casos de duplicacdo
tipica (Berg et al., 2007).

Por outro lado, o paciente apresenta caracteristicas sugestivas de SWB como:
volume periorbital, boca grande, mandibula pequena e maloclusdo, pescog¢o longo,

personalidade amigavel, afinidade musical e hiperacusia.

Este caso evidencia a grande importancia de uma avaliacdo clinica minuciosa e
eficiente e do conhecimento das diversas sindromes genéticas e seus aspectos clinicos

para diminuir e evitar os casos de falsos-negativos. Além da necessidade da confirmagéo
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diagnéstica através de testes genéticos que possam comprovar o desequilibrio genético

envolvido.

Entre os pacientes sem diagnéstico para SWB confirmado, a avaliacdo dos
aspectos clinicos demonstrou que as caracteristicas comportamentais mais frequentes
foram: ADNPM (100%), atraso na iniciacdo da fala (75%) e hipersensibilidade ao som
(71,4%). A personalidade excessivamente amigavel, caracteristica da SWB, foi observada
em 57,1% destes pacientes.

Apesar da frequéncia de 100% de ADNPM destes pacientes esta de acordo com a
literatura para a SWB (Sugayama et al., 2003; Pober, 2010; Morris, 2010), essa é uma

caracteristica presente em diversas outras sindromes genéticas.

Com relagdo aos sinais faciais caracteristicos da SWB, os mais observados entre
0s pacientes ndo confirmados pelos testes genéticos foram: plenitude periorbital (75%),
testa larga (71,4%), nariz curto ou anteversao das narinas (71,4%), ponta nasal bulbosa
(71,4%) e bochechas cheias (71,4%). Apesar destas caracteristicas também estarem entre
as mais observadas nos pacientes com SWB confirmada, a frequéncia nos pacientes nao

confirmados foi menor.

Quanto aos problemas cardiovasculares, apenas 42,8% dos pacientes nédo
confirmados apresentaram alguma cardiopatia, tendo sido observado apenas sopro
cardiaco e forame oval patente, e nenhuma cardiopatia mais comumente associada a
SWB.

Mesmo com sinais clinicos para SWB mais sutis entre 0s pacientes néao
confirmados, estes pacientes apresentam perfil clinico indicativo para a sindrome em

questao.

Manifestacdes clinicas atipicas e sutis podem ser atribuidas as delecdes atipicas
na WBSCR (Dutra et al., 2012; Honjo et al., 2014), como também podem ser atribuidas a
variacbes em alelos nédo-deletados no cromossomo 7 normal e/ou a alelos em loci
modificadores localizados em outra posi¢cdo no genoma (Euteneuer et al., 2014; Segura-
Puimedon et al., 2014).

E indicado para esses pacientes anélise em microarranjos para detectar possiveis

alteracBes gendmicas envolvidas.
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CONCLUSOES

O fendtipo da Sindrome de Williams-Beuren (SWB) é bem caracteristico e de facil
reconhecimento, o que permitiu o diagnostico clinico dos pacientes em estudo e posterior

confirmacgao genética da maioria dos casos.

Ambas as metodologias (FISH e MLPA) permitiram a confirmacdo da SWB em
16/24 (66,7%) dos pacientes estudados, principalmente, porque todos 0s pacientes com
diagndstico confirmado apresentavam delecdes tipicas, que compreendem cerca de 98%

dos casos de SWB descritos na literatura.

A MLPA demonstrou melhor custo-beneficio do que a FISH no diagndstico genético
da SWB, mostrando-se assim, como uma alternativa mais informativa, barata e simples,
gue possibilita a deteccdo de microduplicacdes e a caracterizagcéo da regidao envolvida na

alteracéo.

Todos os pacientes com SWB confirmados neste estudo apresentam quadro clinico
caracteristico da sindrome, destacando-se: personalidade excessivamente amigavel
(100%), ADNPM (100%), atraso na iniciagdo da fala (93,3%), hipersensibilidade ao som
(92,8%) e cardiopatias congénitas (80%). Entre os aspectos faciais destacou-se: labios
grossos e proeminentes (93,7%), nariz curto ou anteversao das narinas (92,8%), plenitude
periorbital (92,3%), ponta nasal bulbosa (92,3%), bochechas cheias (92,3%) e boca grande
(86,6%).

A MLPA permitiu a identificacdo de um paciente com duplicacdo atipica em
7011.23, ndo condizente com SWB e ndo evidenciada pela FISH. O paciente com
Sindrome da Duplicacdo 7q11.23 apresenta caracteristicas sutis de ambas as sindromes,
0 que justifica o diagnéstico clinico incorreto de SWB, ao mesmo tempo que destaca a

importancia da avaliacdo genética na determinacao exata da sindrome.

Apesar da maioria dos casos de SWB ocorrerem por delecbes esporadicas, o
presente estudo identificou um caso de SWB familial, mostrando uma transmisséo vertical

mae-filha da delec¢ao tipica da sindrome.

O diagnéstico genético de pacientes com suspeita clinica de SWB é de grande
importancia para a confirmacdo da alteragdo gendmica envolvida, prognéstico dos
pacientes estudados, esclarecimentos aos familiares e realizacdo de um aconselhamento

genético preciso para estas familias.
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ANEXO 1

FICHA DE AVALIACAO CLINICA

1. IDENTIFICACAO

Data: Servigo: RG no servigo de Origem:
Nome:
Idade atual: data de nascimento: sexo: ()m( )f Procedéncia:

Nome / idade / profisséo / escolaridade:
Pai:

Mae:

2. HISTORIA CLINICA INFORMANTE:

3. ANTECEDENTES MATERNO-OBSTETRICOS:

4. ANTECEDENTES PRE-NATAIS

Idade mée e n° gestacdo (do propdsito): Duracéo da gestacao:
Pré-Natal: ( ) sim ( ) Rede Publica ( ) Particular ( ) néo

N° consultas no pré-natal:

Sorologias (citar quais e resultados)

Més do inicio dos movimentos fetais:

Teratdégenos:

outras intercorréncias:

5. PERINATAIS

Parto: Cesarea ( ) Indicacéao:
Local: Assist.: Apresentacao:
Trabalho de parto/ intercorréncias:

Peso: Estat.: PC: PT: Apgar.
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Teve alta com quantos dias?

Ventilacdo mecanica: () ndo ( ) sim/Tempo..... Bercario: ( ) ndo ( ) sim/Tempo.....
CTIl neo natal: ( ) sim/Tempo: Incubadora: ( ) ndo () sim/Tempo
Infeccbes/febre: ( ) ndo ( )sim/Tempo....Convulsdes neonatais ( ) ndo ( )Sim/Tempo..
Ictericia ( ) ndo ( ) sim/Tempo

Inicio succdo/ estado consciéncia:.( ) normal ( ) deficiente Cianose: () sim ( ) ndo
Choro: ( ) rapido () demorado ( ) miado de gato

Alteracdo Suor/ Urina: () ndo ( ) odor de ninho de rato ( )chulé ( ) adocicado

6. RECEM-NASCIDO:

Triagem neonatal: ndo ( ) sim () normal ()

DESENVOLVIMENTO NEUROPSICOMOTOR:

Sustentar cabeca........ Rolar:....... Sentar ¢/ apoio......Sentar s/apoio: Arrastar-se:...
Engatinhar... Em pé c/ apoio: ....Deambular ¢/ apoio: ....Deambular: Fala:
Controle esfincteres: diurno Noturno: Atualmente:

Aparecimento do 1° dente: ( )ndo sabe ( )ndo ( )5-7m ( )8-12m ( )13-18m ( )19-24m
()>2a

Fechamento da F.A.: ()ndo sabe ( )ndo ( )9-17més ( )18-24 més ( )apods 2 a

7. ANTECEDENTES FAMILIARES:
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8. HEREDOGRAMA

9. EXAME FiSICO:

DADOS ANTROPOMETRICOS
Medida item Medida ftem
Percentil Percentil
Estatura | Comp. Mao ...
Peso Comp. Dedo médio .................
.................. Vértex-pubis U [FPUPPPR == 191 IS
.................. Relagédo SS/SI retteeeeeaenniiees | vveieeeeeeee... 1 EStiCUlOS
................. PC mée
.................. Envergadura
.................. PC pai
PC
................. Estatura mée
.................. BA
.................. Estatura pai
.................. AP
.................. PT
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indice cefalico
D.l. externa

D.l. interna

.................. Fenda palp.

EXAME FiSICO GERAL E DETALHAMENTO:

10. EXAMES SUBSIDIARIOS REALIZADOS e RESULTADOS: data e resultado

STORCH

FO:

RX CRANIO

US abdome

CT CRANIO

RNM ENCEFALO

BIOQUIMICA

CARIOTIPO

MOLECULAR

TRIAGEM DE EIM

TRIAGEM NEONATAL

11. AVALIACAO NEUROPSICOLOGICA:
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12. DIAGNOSTICO
Grupo Clinico: Grupo Etiolégico:
X DM com ACM [l Anomalias cromossOmicas
[0l DM com anomalia isolada de o Numérica
SNC
o Estrutural
[1 DM sem ACM com Psicose . .
[1 Anomalias génicas
[1 DM sem ACM com Epilepsia o
o0 Heranca classica
[0l DM sem ACMcom HF AR . L.
0 Heranca néo classica
Ll DM sem ACM com HF AD [0 Causas Ambientais
[l DM sem ACMcom HF LX O Multifatoriais
[l DM sem ACMcom HF ND ~
[1 Heterogénea
[0 Né&o Definida
o Sindrémica
o Nao Sindréomica
[0 Periodo
o Prénatal
o Perinatal
o Poésnatal
(O 15 200 0

13. PLANEJAMENTO FAMILIAR

Deseja outros filhos: ndo () sim( )

nao sabe ( )

Esta usando anticoncepcional: ndo ( ) sim( ) qual?

14. ENTIDADE NA QUAL ESTA INSERIDO / ESTIMULACAO

( ) escola tradicional, qual?

() sala normal ( ) sala de recurso () com professora Itinerante
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( ) escola especial () creche ( ) CAMS, estédo querendo transferi-la
() Fisioterapia: ( ) Nao ( ) Sim/ desde....... Fonoaudiologia: ( ) Ndo ( ) Sim/ desde
()TO:( )Nao () Sim/desde ........ ( ) Psicologia: ( ) N&d&o ( ) Sim /desde

D IO 1O I o - Y

15. CONDUTA:
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ANEXO 2

PROTOCOLO PARA DIAGNOSTICO CLINICO DA SINDROME DE WILLIAMS-BEUREN

Data: servico: RG no servico de Origem:

Nome: Idade atual: data de nascimento:

Crescimento (evidéncia passada ou presente) Se presentes 3 de 5, marque 1

[ INascimento pés-termo (>41 semanas) [ ] Célica prolongada: irritabilidade > 4 meses

[ ]1Retardo de crescimento e ganho de peso < 52 percentil

[ ]1Vomitos ou refluxo gastroesofagico [ ] Obstipacao cronica
Comportamento e Desenvolvimento Se presentes 3 de 6, marque 1 ponto
[ JPersonalidade excessivamente amigavel [ 1 Atraso no crescimento ou retardo mental
[ 1 Hipersensibilidade ao som [ ] Problemas visoespaciais
[ 1 Ansiedade [ 1 Retardo na iniciacdo da fala, seguido por discurso excessivo
Aspectos faciais Se presentes 8 de 17, marque 3 pontos
[ ] Estreitamento bitemporal [ ] Testa larga
[ ] Dobras epicanticas ou ponte nasal plana [ ]1Plenitude periorbital
[ ] Estrabismo [ ] Padrdo iridiano de rendilhado estrelado
[ ] Nariz curto ou anteversao das narinas [ ] Ponta nasal bulbosa
[ 1Bochechas cheias [ ] Hipoplasia malar (ossos maxilares planos)
[ ]1Filtro longo [ ] Labios grossos e proeminentes
[ ] Dentes pequenos e bastante espacados [ IMaloclusao
[ 1Boca grande [ ] Mandibula pequena

[ ] Lébulos das orelhas proeminentes

Problemas cardiovasculares

Por ecocardiografia (a) Se presente 1 de 2, marque 5 pontos

[ ] Estenose adrtica supravalvar [ 1 Estenose periférica de artéria




Anexos

Problemas cardiovasculares (b) Se presente 1 de 3, marque 1 ponto

[ ] Outra doenga cardiaca congénita [ ] Hipertensao

[ 1 Murmurio cardiaco

Anormalidade do tecido conectivo Se presentes 2 de 6, marque 2

[ 1Vozrouca [ ] Pescogo longo ou ombros inclinados

[ ] Hérnia inguinal [ ] Limitagdo ou liberdade excessiva de articulagdo
[ ] Diverticulos intestinais/vesicais [ ]Prolapso retal

Estudos do célcio Se presentes 1 de 2, marque 2 pontos

[ ] Hipercalcemia [ ] Hipercalciuria

Total de pontos:

*Se 0 total de pontos for menor que 3 o diagndstico de Sindrome de Williams-Beuren é
improvavel. Se o escore for 2 3, 0 estudo de FISH deve ser considerado. Pacientes com
Sindrome de Williams tiveram escore médio de 9 (SD * 2,86).

*Fonte: Committee on Genetics; American Academy of Pediatrics: Health care supervision
for children with Williams syndrome. Pediatrics. 2002;109:329.”

Diagnostico clinico:

A Sindrome de Williams é caracterizada pela presenca de facies dismoérfica, doenca
cardiovascular, geralmente estenose adrtica supravalvar, deficiéncia mental um perfil
cognitivo caracteristico e hipercalcemia idiopatica.

Teste genético

A base para o diagnostico da Sindrome de Williams € a deteccdo da delecdo de genes
contigua na regido critica da Sindrome de Williams-Beuren (WBsCR), que envolve o gene
da elastina, ELN. Mais de 99% das pessoas com o diagnéstico clinico da SWB tem essa
delecao de genes contigua, o que pode ser detectado usando o teste de FISH (fluorescent
in situ hybridization) ou andlise de muta¢do marcada.
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ANEXO 3

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES
(Pacientes - Rede IGDM)

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“Implantacdo de uma Rede de Investigacao Genética da Deficiéncia Mental nas Regibes
Norte/Nordeste/Centro-Oeste no Ambito do SUS”. Leia atentamente as informacgdes a
seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de ndo entender bem peca mais

esclarecimento e s assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as suas dividas.
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

Algumas pessoas apresentam atraso do desenvolvimento (para sentar, andar e/ou falar) e
dificuldade para aprender desde o nascimento devido defeitos que ocorreram na formacéo
do cérebro. Sabemos que em cerca de metade dessas pessoas a dificuldade para aprender
pode ter sido causada por alteracdes na constituicdo genética (DNA), outra metade pode
ter sido por problemas na gestacdo ou no parto de causa ambiental, e ainda, em alguns
casos ainda ndo conseguimos determinar a causa. O atraso do desenvolvimento pode
apresentar diferentes formas entre as pessoas podendo ser leve, moderado ou grave. Nés
estamos fazendo um estudo para tentar conhecer quais sao essas causas e também para
verificar se essas pessoas apresentam problemas em outras partes do corpo além da

dificuldade para aprender.
De que forma posso auxiliar neste estudo?

Vocé pode auxiliar neste estudo autorizando a participacdo e publicacdo de dados da
consulta, no que diz respeito aos exames médicos da pessoa, ao exame fisico, aos exames
realizados como os bioquimicos, citogenéticos e de biologia molecular (caso tenham sido
realizados durante a investigacdo diagndstica), e de fotografias quando for para mostrar

alguma caracteristica relevante.
Quais os riscos e limites que podem ser encontrados nos exames?

Para fazer este exame é necessério tirar um pouco de sangue. O Unico incomodo sera a

picada da agulha.
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O paciente nao ter4 nenhum dano fisico na realizacdo deste exame. Nao € necessério
estar em jejum, nem tomar nenhum medicamento. Os procedimentos sdo iguais ao exame

de sangue de rotina.

E raro, mas é possivel, que por problemas técnicos, o exame forneca resultados

inconclusivos sendo necessario repetir o exame.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sdo absolutamente confidenciais, portanto serdo
comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha
a pessoa. A comunicacao dos resultados a terceiros s6 podera ser realizada mediante

autorizacao do interessado.
Como seré feita esta pesquisa?

As pessoas que atendem ao objetivo do estudo serdo convidadas para participar da
pesquisa. Receberdo uma coépia deste documento que devera ser lido, entendido e
assinado. Os participantes serdo atendidos pelo médico que fara algumas perguntas,

examinara e se necessario podera solicitar alguns exames.
Quais os beneficios e maleficios deste estudo?

N&o havera nenhuma vantagem direta, tal como remunerag¢do, com a participacdo neste
estudo, porém, os resultados poderdo ajudar no entendimento sobre a deficiéncia mental,
direcionando médicos, educadores, terapeutas e outros profissionais no tratamento do

paciente melhorando a salde e condicao de vida.
O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?

O material e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo
armazenados no Servico de Genética Médica do Hospital Universitario Prof. Edgard Santos
- Universidade Federal da Bahia (UFBA). As amostras nao serdo oferecidas a outros
centros ou laboratérios e serdo registradas por niumeros, para evitar identificacdo dos
pacientes. A identificacdo dos pacientes serd mantida em sigilo absoluto e estara sob a

guarda dos pesquisadores responsaveis.

A pessoa ou responsavel legal poderéa escolher entre ser informado ou ndo dos resultados
do estudo; aqueles que se interessarem em saber sobre os resultados obtidos com o

presente estudo serdo orientados pela médica geneticista.
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Eu, , manifesto o meu

consentimento com envolvimento do meu filho no projeto de pesquisa intitulado:
“Implantacdo de uma Rede de Investigacdo Genética da Deficiéncia Mental nas Regibes
Norte-Nordeste-Centro Oeste no Ambito do SUS.”

A natureza e objetivo do projeto de pesquisa, descritos na folha de informac&o em anexo,

foram explicadas a mim. Eu compreendo e concordo em participar.
- Eu compreendo que meu filho podera nao ter beneficio direto por participar do estudo;

- Eu entendo que os possiveis riscos e/ou efeitos adversos, desconfortos e

inconveniéncias, como foi destacado na folha de informac¢des, foram explicados a mim;

- Eu compreendo que, apesar das informacgdes obtidas no estudo poderem ser publicadas,

elas serdo confidenciais e meu filho ndo sera identificado a partir delas;

- Eu compreendo que posso retirar meu filho do estudo em qualquer etapa e que isto ndo
irh afetar os cuidados médicos ou quaisquer outros aspectos da relacao recebidos pelo

meu filho;
- Eu compreendo que ndo havera pagamento para meu filho por participar deste estudo;

- Eu tive a oportunidade de discutir a participacdo de meu filho neste projeto de pesquisa
com um membro da familia ou amigo, e/ou tive a oportunidade de ter um membro da familia
ou amigo presente enquanto o projeto de pesquisa estava sendo explicado pelo

pesquisador;

- Eu estou ciente de que devo guardar uma cépia do Termo de Consentimento, depois de

assinado, e da folha de informacdes;

- Eu concordo que o material coletado (sangue) de meu filho seja utilizado no projeto acima.

Assinatura do responsavel

Assinatura da testemunha

Assinatura do pesquisador
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

(Novos pacientes)

Titulo do Estudo: ALTERAGOES CITOGENOMICAS EM PACIENTES COM ANOMALIAS CONGENITAS

Pesquisador Responsavel: Acacia Fernandes Lacerda de Carvalho

O(A) Senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa. Por favor, leia este
documento com bastante atencdo antes de assina-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que
o(a) senhor(a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador responsavel pelo estudo

ou com um membro da equipe desta pesquisa para esclarecé-los.

A proposta deste termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) é explicar tudo sobre o

estudo e solicitar a sua permissao para participar do mesmo.

OBSERVACAOQ: Caso o paciente nido tenha condices de ler e/ou compreender este TCLE, o
mesmo podera ser assinado e datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo

paciente.

Objetivo do Estudo

O objetivo do estudo € investigar microalteracdes gendmicas em pacientes com anomalias
congénitas utilizando a técnica de citomolecular de Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification (MLPA) permitindo diagnosticar estes pacientes, proporcionando suporte e
aconselhamento genético adequado.

Duracédo do Estudo
A duracéao total do estudo € de 36 meses.

A sua participacdo no estudo seréa de aproximadamente 36 meses.

Descricdo do Estudo
Participardo do estudo aproximadamente 100 individuos.

Este estudo sera realizado no Laboratério de Genética Humana e Mutagénese (LGHM) localizado
no Instituto de Biologia da Universidade Federal da Bahia.

O(a) Senhor(a) foi escolhido(a) a participar do estudo porque apresenta anomalia(s)
congénita(s) com suspeita de causa genética.

O(a) Senhor(a) nédo podera participar do estudo se sua(s) anomalia(s) congénita(s) for de causa
ambiental, por exposicdo a teratdbgenos ou outra causa que nao seja genética.

Procedimento do Estudo

Apo6s entender e concordar em participar, serdo realizados exame de citogenética classica
(cariétipo) para andlise de constituicdo cromossdmica. Caso o resultado do caridtipo seja
normal, a amostra do paciente sera submetida a técnica de MLPA, para andlise de niumero de
copias de regides especificas do genoma, de interesse para o estudo. Quando necessario, as
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amostras serdo submetidas a técnica de FISH para confirmacdo dos resultados obtidos pela
MLPA.

Os exames serdo realizados a partir de coleta de sangue por puncdo periférica
(aproximadamente 5 mL cada) da veia do antebraco em dois tubos (Heparina e EDTA). As
amostras ndo serdo oferecidas a outros centros ou laboratérios e serdo registradas por
numeros, para evitar identificacdo dos pacientes. A identificacdo dos pacientes sera mantida
em sigilo absoluto e estara sob a guarda dos pesquisadores responsaveis.

Os resultados dos exames serdo fornecidos dentre de 30 a 90 dias apds a coleta do material
biolégico. Ao final da avaliagdo sera entregue um relatério contendo informagdes do paciente e
que contera as informacdes necessarias para que o responsavel pelo paciente possa receber
um aconselhamento genético adequado.

Riscos Potenciais, Efeitos Colaterais e Desconforto

Existem riscos baixos na presente pesquisa, associados com a coleta de sangue que incluem,
em alguns casos: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Cuidados serao
tomados para minimizar esses riscos.

Nao € necessario estar em jejum, nem tomar nenhum medicamento. Os procedimentos sao
iguais ao exame de sangue de rotina.

Beneficios para o participante

N&o havera nenhuma vantagem direta, tal como remuneracdo, com a participagdo neste
estudo, porém, os resultados poderédo ajudar no entendimento sobre as anomalias congénitas,
direcionando médicos, educadores, terapeutas e outros profissionais no tratamento do paciente
melhorando a salde e condigdo de vida.

Compensacao

Vocé nao receberd nenhuma compensacédo para participar desta pesquisa e também né&o tera
nenhuma despesa adicional.

Participacado Voluntaria/Desisténcia do Estudo

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntéria, ou seja, vocé somente participa se
quiser.

A nao participacdo no estudo nao implicarda em nenhuma alteracdo no seu acompanhamento
médico tdo pouco alterara a relagcdo da equipe médica com o mesmo. Ap6s assinar o
consentimento, vocé terd total liberdade de retird-lo a qualquer momento e deixar de participar
do estudo se assim o desejar, sem quaisquer prejuizos a continuidade do tratamento e
acompanhamento na instituicao.

O TCLE baseado na resolugéo 466/12 do item IV.3 - TCLE sob o ponto do esclarecimento sobre
a forma de acompanhamento e assisténcia que terdo os participantes da pesquisa, a garantia
de plena liberdade ao participante, de recusar participar ou retirar seu consentimento, sem
penalizagdo alguma e a garantia de manutencdo do sigilo e da privacidade.

Novas Informacdes

Quaisquer novas informacdes que possam afetar a sua seguranca ou influenciar na sua decisao
de continuar a participacdo no estudo serdo fornecidas a vocé por escrito. Se vocé decidir
continuar neste estudo, tera que assinar um novo Termo de Consentimento (revisado)
informado para documentar seu conhecimento sobre novas informacdes.

Em Caso de Danos Relacionados a Pesquisa
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Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na
Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.

Utilizacdo de Registros Médicos e Confidencialidade

Todas as informagfes colhidas e os resultados dos testes serdo analisados em carater
estritamente cientifico, mantendo-se a confidencialidade (segredo) do paciente a todo o
momento, ou seja, em nenhum momento os dados que o identifique serdo divulgados, a menos
que seja exigido por lei.

Os resultados desta pesquisa poderdo ser apresentados em reunides ou publicac¢des, contudo,
sua identidade néo sera revelada nessas apresentacoes.

Os registros médicos que trazem a sua identificacdo e esse termo de consentimento assinado
poderéo ser inspecionados por agéncias reguladoras e pelo CEP.

Este termo de consentimento encontra-se impresso em duas vias, sendo que uma copia sera
arquivada pelo pesquisador responsavel, e a outra sera fornecida a vocé. As duas vias devem

estar devidamente assinadas por vocé e pelo pesquisador responsavel.

Quem Devo Entrar em Contato em Caso de Duavida

Em qualquer etapa do estudo vocé terd acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa

para esclarecimento de eventuais duvidas.

Ao aceitar participar desta pesquisa, vocé tera acompanhamento no Laboratério de Genética
Humana e Mutagénese, sob a responsabilidade da Dra. Acacia Fernandes Lacerda de Carvalho,

durante e ap6s a sua participagdo no estudo.

A responséavel pelo estudo nesta instituicdo € a Dra. Acacia Fernandes Lacerda de Carvalho,
com o auxilio da mestranda Bianca Arcaro Topazio que poderdo ser encontradas no enderego:
Rua Bardo de Jeremoabo, 147 — Ondina, Instituto de Biologia da UFBA, CEP: 40170-115,
Salvador — Bahia ou nos respectivos telefones: (71) 3283-6540 ou (71) 3283-6541.

Vocé poderéa ainda obter informacées com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Complexo
Hospitalar Universitario Professor Edgard Santos, através do contato: (71) 3283-8043, ou no

endereco: Rua Augusto Viana, s/n.°, 1° andar, Canela — Salvador — Bahia — Cep: 40.110-060.

Declaracdo de Consentimento

Concordo em participar do estudo intitulado “ALTERACOES CITOGENOMICAS EM PACIENTES
COM ANOMALIAS CONGENITAS”.

Li e entendi o documento de consentimento e o objetivo do estudo, bem como seus possiveis
beneficios e riscos. Tive oportunidade de perguntar sobre o estudo e todas as minhas duavidas
foram esclarecidas. Entendo que estou livre para decidir ndo participar desta pesquisa. Entendo
que ao assinar este documento, ndo estou abdicando de nenhum dos meus direitos legais.

Eu autorizo a utilizacdo de meus registros médicos (prontuarios medico) pelo pesquisador,
autoridades regulatérias e pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da instituic&o.

Nome do Sujeito de Pesquisa Letra de Forma ou a Maquina Data
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Assinatura do Sujeito de Pesquisa

Nome do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa Letra
de Forma ou a Maquina (quando aplicavel)

Assinatura do Representante Legal do Sujeito de Pesquisa
(quando aplicavel)

Nome da pessoa obtendo o Consentimento

Data

Assinatura da Pessoa Obtendo o Consentimento

Nome do Pesquisador Principal

Data

Assinatura e Carimbo do Pesquisador Principal

Data
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Lista de sondas do kit SALSA MLPA probemix P029-B1 — Williams-Beuren

Syndrome
Length (nt) SALSA MLPA probe L nmaen Do
reference ELN 7q11.23
64-70-76-82 Q-fragments: DNA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
58-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 X-fragment: Specific for the X chromosome

105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

13+ Reference probe 00797-L21695 5031

142 * HSPB1 probe 09535-L09961 Exon 1
148 * HSPBE1 probe 09540-L09963 Exon 3
154 * Reference probe 14924-116657 6022

160 * ELN probe 17573-121523 Exon 4

166 * Reference probe 15865-L15430 2plé

171 ¥ FKBPG probe 01629-121865 Exon 9
178 * POR probe 13765-121866 Exon 11
154 * FZD9 probe 17574-1 21867 Exon 1
192 * ELN probe 17575-121525 Exon 16

197 * Reference probe 05525-L04953 20q13

202 Reference probe 01116-L00620 Bg21
208 * HSPB1 probe 09539-L09952 Exon 2
214 * LIMK1 probe 17575-L21365 Exon 14
221* STX1A probe 17577-.21869 Exon 3
227 * LIMK1 probe 03235-L21370 Exon 10
234 * TBL2 probe 17578-L21572 Exon 2
247 * CLIP2 probe 17580-L21530 Exon 10
254 * Reference probe 08718-L08729 9921
261 * ELN probe 17579-121529 Exon 9
274 * STX1A probe 17582-L.218380 Exon 7
281 * LIMK1 probe 17534-L21534 Exon 2
287 * Reference probe 03926-L20793 15g21
293 * ELN probe 17533-L21351 Exon 26
308 * ELN probe 16350-L218583 Exon 27
316 ¥ ELN probe 01333-121852 Exon 1
323 * ELN probe 17585-L21534 Exon 3
330 * RFC2 probe 17586-1.21885 Exon 10
337 ¥ ELN probe 01334-L21866 Exon 6

346 ELN probe 01335-L00879 Exon 33
355 * POR probe 12692-L13770 Exon 12
364 * Reference probe 08489-L06015 1p13
373 ¥ ELN probe 01336-L21857 Exon 20
382 * TBL2 probe 17587-L21537 Exon 7
390 ¥ LIMK1 probe 01337-L21389 Exon 5
395 * CLIP2 probe 17583-L21888 Exon 4
407 * RFC2 probe 17539-1.21590 Exon 3
418 CLIP2 probe 01339-L00335 Exon 14
427 Reference probe 07817-L07547 3p22

* New in version Bl (from lot B1-1211 onwards).
¥ Changed in version B1 (from lot B1-1211 onwards). Small change in length, no change in sequence detected.
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ANEXO 6

Parecer Comité de Etica (Rede IGDM)

Paracer Consubstanciade de Prajeto

Tituio do Projeto: Implantacio de uma Rede de Investigagiio Genérica da Deficiéncia Mantal nas Regides

Norte/Nordeste/Centro-Oeste no Ambito do SUS.

Pesquisador Responsavel : Angelina Xavier Acosta |

[Data da Versio 10/03/2011 | [Cadastro 13111 | [Data do Parecer 181052011 |
[ Grupo e Area Tematica 1.1 Genética Humana |
Objetivos do Projeto e T

Geral: Implantar uma rede multicéntrica @ muhlidisciplinar para o diagnéstico genético da
deficiéncia mental no dmbito do SUS para as regides NO-NE-CO,

Especificos: |
1. Sistematizar um protocolo clinico e laboratorial para investigagio da DM estruturando um |
modelo de atengio a saide em genética clinica no ambito SUS;

2. Caracterizagao epidemiolagica da DM nas regides NO-NE.CO;

1 Disponibilizar técnicas laboratoriais de citogenatica e biologia molecular para o diagnostico
da DM;

4.Implantar e disponibilizar a técnica de aCGH de forma criteriosa e eficiente para diagndstico
da DM atendendo & d ida das regldes NO-ME-CO que nio dispdem dessa tecnologia no
Ambito do 5US, minimizando as desiguadades nacionais;

§. Definir a frequéncia das causas cromossomicas ¢ génicas na etiologia da DM nas regibes
avaliadas;

6. Proporcionar otimizacio do Aconselhamento Genético, manejo, tratamento e suporte aos
pacientes e familiares a partir da definigio diagnostica da DM.

| Sumario do Projeto
| Trata-se de um estudo multicéntrico e multidisciplinar para o diagnostico genético da
Deficiéncia Mental - DM no dmbito do SUS para as regides NO-NE-CO. O grupo sera composto
| por 400 pacientes com DM isclada ou sindrémica de atiologia desconhecida, triados com
suspeita de causa genética, provenientes do ambulatorio de Genética Médica do
| HUPES/UFBA/Salvador & mais 07 Instituigdes colaboradoras do NO-NE-CO. Todos os casos
| serdo triados utilizando uma anamnese clinica padrio e submetidos a analises de citogenética
classica. Nos pacientes cuja eticiogia da DM nao for definida pela citogenetica ciassica. FISH
@ biologia molecular, as flenas clinicas serdo revistas e serdo selecionados 50 pacientes cujo
score de Vries for acima de 6, para realizar o aCGH [Hibridagio Genomica Comparativa em
array). A UFBA dispde de 02 laboratérios de Genética: Laboratdrio de Genética Humana e
Mutagénese (LGHM) do Instituto de Biologia e o Laboratdrio de Genetica Médica (LGM),
pertencente ac HUPES. Cada instituicio colaboradora devera enderecar a UFBA (LGHM) suas
respectivas amostras junto com o TCLE e ficha clinica preenchida dos pacientes. Os testes
de citogenética classica e de bwologia molecular serdo realizados no LGHM e o FISH e aCGH
serdo realizados no LGM. Cada centro participante em geral dispoe de laboratdrios
especificos, com axcecc de Maceid, Natal e Sic Luiz que nao realizam cariétipo e irdo
encaminhar suas amostras para o LGHM e LGM. Para amostras com suspeitas de EIM, a
investigagdo laboratorial contara com o apoio da Rede EIM do Servigo de Genética Meédica do
Hespital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) vinculado a Universidade Federal do Rio Grande
do Sul. Ao final da avaliagdo sera entregue um relatdric contendo informagdes do pacients,
material utilizado para analiss, testes realizados com as respectivas metodclogias. resultado
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dos testes e conclusao diagndstica, o que possibilitara que o responsavel pelo pacienta
recaba um aconselhamento genético adequado.

S — I —

| Aspectos relevantes para avaliacis Situagio

Thtulo Adequado

Relagio dos P res Adequada

Local de Origem na Institulgic Adequado
Projete elaborade por patrocinador Sim

Local de Realizagio Outra (cltar no o tériol
Dutras instituigbes snvolvidas Projeto Multicéntrico
Condigdes para realizsgio Adequadas

Introdugio Adequada

Ohjetives Adequados

Matodo
Tipo ae projato Pesguiss em Sares H
Delineamento Adequado

Tamanhe de amostra

Total 400 Ma Instituigho 50

Célcule do tamanhe da amostra Adequado
Participantes pertencentss & grupos especiais Menores de 18 ancs
5 2 eqlitativa dos individuos Adequada

Critérica de inclusso & Adequaoos

Relagio risco- banefici ada

Usao de placek Mbo utiliza

Periodo de pensic de uso de drogas {wash out)

Mo utiliza

Monitoramento da seguranga e dados Adequado
Armazenamento de material biologico Adequade
instrumentos de coleta de dados Adequados
Avaliagio dos dados Adequada - guantitativa
Privacidade ¢ confidencialidade Adeguana
Termo de Consentimento Adequado
Sim
Cronograma Adequadc
Data de inicio prevista 0172011
Data de término prevista o6/2611
 Orgaments Adequado
Salicitar a instituigdc MNao
Fonte de finanei o externa Agéncla de loments
Referéncias Bibliograficas Adequadas
Recemendacls
| Aprovar |
Comantirios Gerais sobre o Projete
Projeto Aprovado.

O Estudo sera realizado em Estados das regides NO-NE-CO, a saber: Hospital
Infantil Albert Sabin (Ceard); Servico de Genética Clinica do Hospital
Universitario de Alagoas; Departamento de Pediatria do Hospital
Universitirio do Mato Grosso do Sul; Secretaria Estadual de Sadde do Rio
Grande do Norte e Universidade de Potiguar; Hospital Universitario de Bettina
(Para);: APAE de S&o Luiz (Maranhdo) e Faculdade de Medicina da
Universidade de Cuiaba.

O estudo segue as determinagbes da Resolugdo CNS 196/96 e nao tem
reparos éticos a sua aprovacgao.

Piagina 2-3
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O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar
seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagio alguma e
sem prejuizo ac seu cuidado (Res. CNS 196/96 - Item IV.1.f) e deve receber
uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por
ele assinado (ltem IV.2.d]).

= O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no
protocolo aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das
razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou {Res. CNS Item I11.3.2),
aguardando seu parecer, axceto guando perceber risco ou dano ndo pravisto
ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime
oferecido a um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que requeiram acio
imadiata.

* 0 CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4), E papel do
pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento
adverso grave ocorride (mesmo gue tenha sido em outro centro) e enviar
notificagio ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitaria - ANVISA -
junto com seu posicionamanto.

Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em
! f e ao término do estudo.

o,
ROBERTO BADARO, MD PHI
Coordepddor CEP
CHUPES

a 3-3
Versao 012004
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ANEXO 7

Parecer Comité de Etica (novos pacientes)

HOSPITAL UNIVERSJTARIO
PROF. EDGARD SANTOS-
UFBA HUPES

—
&§£§?€§§§”i B

z::szei&mm §§§
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ALTERAGCOES CITOGENOMICAS EM PACIENTES COM ANOMALIAS CONGENITAS
Pesquisador: ACACIA FERNANDES LACERDA DE CARVALHO

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

Versao: 3

CAAE: 36319214.4.0000.0049

Instituicdo Proponente: Hospital Universitario Prof. Edgard Santos-UFBA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 993.246
Data da Relatoria: 19/03/2015

Apresentacdo do Projeto:

As alteracdes cromossdmicas constituem causa frequente de abortamento, anomalias congénitas e atraso
de desenvolvimento neuropsicomotor. As anomalias congénitas (AC) sdo alteracdes estruturais, funcionais
el/ou bioquimico-moleculares detectaveis ao nascimento ou que se manifestam em etapas mais avangada
da vida. A citogenética classica, na resolugao de 400 a 550 bandas cromossdmicas reconhece a maioria
dessas anormalidades e é utilizada rotineiramente como o Unico exame diagndstico para a maioria dos
pacientes.

Entretanto, o cariétipo classico ndo é suficiente para caracterizar alteragcdes menores que 5 Mb. Atualmente,
a aplicagao das novas técnicas citomoleculares, como Multiplex Ligationdependent Probe Amplification
(MLPA), Hibridacao in situ por Fluorescéncia (FISH) e Hibridagdo Gendémica em array tem permitido cada
vez mais a identificacdo de microdelecdes e microduplicagdes antes ndo detectadas, como causas de
malformacdes congénitas. O objetivo deste estudo é

implantar a técnica de MLPA na Bahia para investigar anormalidades citogenémicas como causa das ACs.
O grupo amostral sera composto por cerca de 100 pacientes com AC d,e etiologia desconhecida,

Endereco:‘ Rua Augusto Viana, s/in® - 1° Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
UF: BA Municipio: SALVADOR
Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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Continuagdo do Parecer; 993,246

avaliados com suspeita de causa genética, provenientes principalmente do Ambulatério de Genética Médica
do COMHUPES/UFBA/Salvador.

As analises genéticas incluirdo os testes de citogenética classica e citomolecular (MLPA e FISH). A
implantagao da técnica de MLPA na UFBA para pesquisa etiolégica de AC permitira o acesso a investigacgao
ampla e de alta tecnologia aos pacientes

do SUS minimizando as diferencas nacionais existentes para esses diagnosticos.

Objetivo da Pesquisa:

Testes de citogenética classica e citomolecular (MLPA e FISH). A implantagdo da técnica de MLPA na
UFBA para pesquisa etiologica de AC permitira o acesso a investigacdo ampla e de alta tecnologia aos
pacientes do SUS minimizando as diferencas nacionais existentes para esses diagnosticos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Existem riscos baixos na participagdo na presente pesquisa, associados com a coleta de sangue que
incluem, em alguns casos: dor, hematoma, ou outro desconforto no local da coleta. Cuidados serdo tomados
para minimizar esses riscos. Ndo é necessario estar em jejum, nem tomar nenhum medicamento. Os
procedimentos sao iguais ao exame de sangue de rotina.

Beneficios:

Nzo havera nenhuma vantagem direta, tal como remuneragdo, com a participagdo neste estudo, porém, 0s
resultados poderdo ajudar no entendimento sobre as anomalias congénitas, direcionando médicos,
educadores, terapeutas e outros profissionais no tratamento do paciente melhorando a saude e condicao de
vida.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Vide conclusbes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagéo obrigatdria:
Vide Conclusdes.

Recomendagoes:

Recomenda-se:

- Acrescentar o enderego do CEP nos Termos de Consentimento Livre e Esclarecido e Termo de
Assentimento;

- Postar separadamente do Projeto o Termo de Assentimento.

Enderego: Rua Augusto Viana, s/n° - 1° Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
| UF: BA Municipio: SALVADOR
- Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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Continuacdo do Parecer: 993.246

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias foram atendidas.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao

Consideragodes Finais a critério do CEP:

O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (Res. CNS 466/12) e
deve receber uma cépia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apo6s analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano nédo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agdo imediata.

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo aoc CEP e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em / / e ao
término do estudo.

Situagao: Projeto Aprovado.

Enderego: Rua Augusto Viana, s/n°- 1° Andar

Bairro: Canela CEP: 40.110-060
- UF: BA Municipio: SALVADOR
. Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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sALL’j;\?OR, 20 de ;}largo de 2015
T —

sinado por:

Continuagao do Parecer: 993.246

INA SANTOS
(Coordenador)
| Enderego: Rua Augusto Viana, s/n® - 1° Andar
fBairro: Canela CEP: 40.110-060
- UF: BA Municipio: SALVADOR
- Telefone: (71)3283-8043 Fax: (71)3283-8140 E-mail: cep.hupes@gmail.com
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