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RESUMO

No Brasil, de acordo com o Censo 2010, 1,37% da populacdo brasileira apresenta deficiéncia
intelectual. Criancas que apresentam sinais de atraso do desenvolvimento neuroldgico ou
transtornos nos primeiros anos de vida podem posteriormente ser diagnosticadas como
portadoras de sindromes, deficiéncia intelectual ou autismo. As diretrizes atuais para esses
pacientes recomendam avaliagdo citogenética olhando para certos tipos de anormalidades
cromossOmicas que poderiam ser relacionadas a estas condicdes. Essa avaliacdo usa como
ferramenta o exame de caridtipo, onde utiliza microscopio de luz para a deteccdo das
anomalias, perceptiveis com resolu¢cdo acima de cerca de 10 Mb e sem informagdes precisas
sobre os genes envolvidos nas dificuldades apresentadas pelo(a) paciente. Uma tecnologia
mais recente, 0 CGH array, avalia o genoma como um todo e permite detectar anomalias
cromossOomicas ndo balanceadas (duplicacdes e delecdes) bem como anormalidades no
nimero de cromossomos com uma resolu¢do muito maior, de até 500 pares de bases, que as
antigas técnicas. O presente trabalho analisou uma amostra de 122 resultados de exames CGH
array (via Laboratério de Genética Humana Neurogene, Florianépolis, Santa Catarina) no
periodo de 5 anos. O nimero de resultados em que a investigagao através do CGH array
revelou alteragdes de provdvel casualidade na patogénese de pacientes foi de 30,32%. Essa
porcentagem passa para 24,10%, quando sdao desconsiderados os pacientes que possuiam
previamente caritipo alterado. As principais indicac¢des clinicas para execucdo do exame de
CGH array foram: atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (81,15%), dificuldade de
aprendizado (72,95%) e caracteristicas dismorficas (54,10% face e 26,23% membros).
Quando os exames mostravam-se alterados as patologias que se destacaram foram: defici€ncia
intelectual leve (46,42%), hiperatividade (46,15%), dismorfias de face (43,93%) e membros
(43,75%) e dificuldade motora (40,47%). Houve diferencas nos resultados dos exames, onde
pacientes em que ocorriam tracos dismorficos ou sindromicos marcantes obtiveram um maior
nimero de alteracdes (43,93%) em relacao aos sem dismorfias (14,28%). Este estudo mostrou
um maior nimero de resultados de exame de CGH array alterados (30,32%) quando
comparados com a literatura internacional (15-20%). A opcao pelo CGH array como primeiro
teste a ser usado, em detrimento especialmente ao caridtipo tradicional, € consenso por muitos
grupos de estudos que investigam dismorfologias, malformacdes, deficiéncia intelectual
idiopdtica (com ou sem tragos dismoérficos ou sindrédmicos marcantes), atraso no
desenvolvimento, autismo, entre outros.



ABSTRACT

In Brazil, according to the Censo 2010, 1.37% of the population has intellectual disability.
Children who show signs of developmental delay or neurological disorders early in life, can
later be diagnosed as having syndromes, intellectual disabilities or autism. The current
guidelines for these patients recommend cytogenetic evaluation in order to look for certain
types of chromosomal abnormalities that may be causally related to their condition. This
evaluation uses as a tool the karyotype examination, with light microscopy for detection of
anomalies. Anomalies should be noticeable if alteration is higher than 10 Mb, and does not
provide accurate information about the genes involved in the difficulties presented by patient.
A more recent technology, the CGH array, also evaluates the genome as a whole and detects
unbalanced chromosomal abnormalities (duplications and deletions) as well as abnormalities
in chromosome number with a much higher resolution than old techniques, down to 500 base
pairs. This study examined a sample of 122 test results using CGH array (through
Laboratério de Genética Humana Neurogene, Floriandpolis, Santa Catarina) over 5 years.
Using the CGH array technique, 30.32% of the results, revealed alterations that could cause
the pathogenesis of the patients. Considering only the patients with negative result for
karyotype alterations. There are 24.10% altered CGH array exams when were exclude
patients with a positive result that were included for presenting altered karyotyping. The main
clinical indications for performing the examination with CGH array were developmental
delay (81.15%), learning disabilities (72.95%) and dysmorphic features (54.10% on face and
26.23% on members) . When the results conffirmed chromosome alterations, the prevalent
disorders were: mild intellectual disability (46.42%), hyperactivity (46.15%), dysmorphic face
(43.93%) and members (43.75%) and motor difficulty (40.47%). Patients that showed
syndromic or dysmorphic features had a greater number of changes in the chromosomes
(43.93%) when compared to those without dysmorphia (14.28%). This study showed a greater
number of altered test results in CGH array analysis (30.32%) when compared to the
literature (15-20%). The choice of using the CGH array before other tests, especially instead
traditional karyotyping, is a consensus in many groups of studies investigating
dysmorphology, congenital malformation, idiopathic intellectual disability (with or without
dysmorphic or syndromic features), developmental delay and autism, among others.
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1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da deficiéncia intelectual

No Brasil, o Censo 2010 (IBGE, 2011) mostra que no pais hd 45.623.910 portadores
de necessidades especiais dentre seus 190.755.799 habitantes, um percentual de 23,91% da
populacdo total. Destes, 2.617.025 apresentam deficiéncia intelectual, correspondendo a
1,37% da populagao brasileira. Normalmente essa deficiéncia revela-se antes dos dezoito
anos, e para criangas com menos de cinco anos o diagndstico € inconclusivo, pois ndo ha
parametros para mensurar o QI que sejam de confianga. Assim, para esses casos, adota-se o

termo Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM) (SHAFFER, 2005).

No Brasil, o ndmero de alunos que possuem defici€ncia intelectual e estdo
matriculados em escolas especiais ou regulares ultrapassa qualquer outro tipo de necessidade
especial. Criangas que apresentam sinais de atraso no desenvolvimento neuroldgico nos
primeiros anos de vida podem muitas vezes ser diagnosticadas com sindromes, deficiéncia
intelectual ou autismo. Graves doencas, que em determinados casos estdo associadas a
anomalias genéticas, ao longo da vida apresentam desafios significativos para as familias e

para a satide publica.

Segundo Xu e colaboradores (XU & CHEN, 2003), recentes estudos apontam que
anomalias envolvendo cromossomos estdo presentes nos exames de individuos com
deficiéncia intelectual em porcentagens que variam entre 4% a 34.1%. Sabe-se ainda que mais
da metade dos casos de deficiéncia intelectual sdo de causa desconhecida (idiopatico) e muitas
vezes abrangem rearranjos cromossdmicos subteloméricos (B. B. A DE VRIES, WINTER,
SCHINZEL, & VAN RAVENSWAAIJ-ARTS, 2003). A alta densidade de genes presentes
em regides subteloméricas faz com que modificagdes na sequéncia do DNA se expressem em
uma alteracdo fenotipica e comumente sejam observadas em pacientes com deficiéncia
intelectual. De Vries e colaboradores (B. B. DE VRIES et al., 2001; RAUCH et al., 2004)
afirmam que esses rearranjos explicam a causa de pelo menos 5% dos casos de deficiéncia
intelectual idiopdtica e sd@o constatados em casos de deficiéncia intelectual moderada em uma

taxa de 7,4%.
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A regra atual recomendada para criangas que apresentam esses sinais de atraso € a
avaliacdo citogenética pesquisando certos tipos de anormalidades cromossdmicas que podem

ser causalmente relacionadas a sua condicao.

1.2 Ferramentas diagndsticas

A citogenética humana teve seu inicio em 1882 com estudos de Fleming, mas somente
na década de 60 Moorhead e colaboradores (MOORHEAD et al., 1960) descreveram um dos
protocolos mais utilizados até hoje na obten¢do de metdfases com coloragdo através da
Giemsa para posterior andlise do caridtipo, o bandeamento G. A partir de entdo, a citogenética
tradicional, fazendo uma andlise individual, célula a célula, do conteido cromossdémico,
detectou muitas translocacdes, delecdoes e duplicacdes, e sindromes foram descobertas. A
vantagem desse exame € que, para sua solicitacdo, o médico ndo precisa ter uma impressao
diagnoéstica de alguma sindrome ou desordem especifica, basta apenas suspeitar de
casualidade genética. Cerca de 10-20% dos casos de deficiéncia intelectual podem ser
explicados por achados cariotipicos anormais, mas a porcentagem cai na pesquisa de
sindromes, que ndo sdo identificadas na andlise clinica, para 3% (DETH, 2012; MILLER et
al., 2010). O caridtipo analisado através da técnica utilizando microscopio de luz tem
limitagdes na deteccdo de anomalias, sendo perceptiveis acima de cerca de 10 Mb e nao
havendo informacdes que identifiquem quais genes estariam associados as alteracdes
encontradas. No cromossomo, o0 DNA esta dez mil vezes mais condensado (mais curto) do
que em sua sequéncia linear. Somado a isso, hd o dispendioso cultivo celular, com células
vivas, capazes de divisdo celular. E trabalhoso, demorado, dificil e sujeito a mé interpretacao,
exigindo pessoas altamente treinadas e especializadas para realizarem a andlise

(SOCIEDADE & GENETICA, 2011).

Meétodos de citogenética molecular vieram primeiramente para serem complementares
aos métodos de citogenética cldssica. A técnica de hibridac¢do in situ fluorescente (FISH)
passou a ser usada em larga escala a partir dos anos 80, aonde veio para suprir as limitacdes
da citogenética tradicional, permitindo o pareamento de determinados segmentos de DNA
com sequéncias especificas de nucleotideos complementares, possibilitando, assim,
determinar regides com maior especificidade (TRASK, 1991). Outra técnica que vem sendo
utilizada € a Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA), que permite detectar

microdele¢des/duplicacdes com até 40 sequéncias de DNA, com base em reacdes de PCR
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(SCHOUTEN et al., 2002). As duas técnicas contribuiram na constatacdo de anormalidades
cromossOmicas estruturais inferiores ao limite de 10 Mb obtidas pelo caridtipo convencional.
Em contrapartida, ao solicitar exame por FISH ou MLPA, a patologia ja deve ser conhecida,
assim como o local do genoma cuja alteracdo causa o problema — e exige um profissional com
bons conhecimentos, em especial de dismorfologia, para solicitar o exame adequado. Com
relacdo ao FISH, o nimero de sondas comerciais disponiveis para a realizacdo do exame

ainda € bem limitado.

1.2.1 CGH array - Array Comparative Genomic Hybridization

Em 1992, Kallioniemi e colaboradores (KALLIONIEMI et al., 1992) descreveram a
técnica da Hibridizacdo Genomica Comparativa (Comparative Genomic Hybridization), que
originou outra técnica ainda mais aprimorada, a Hibridizacio Gendmica Comparativa em
microchip de DNA (Array Comparative Genomic Hybridization). Conhecida pela sigla CGH
array, microarray ou aCGH, essa técnica avalia o genoma como um todo e permite detectar
anomalias genOmicas ndo balanceadas (microduplicacdes e microdele¢des), bem como
anormalidades no nimero de cromossomos, com uma resolu¢cao muito maior que as antigas
técnicas. Este novo exame de citogenética molecular se funde com a genética molecular em
seu sentido mais estrito no momento em que algumas plataformas que incorporam a analise
de substituicdes de nucleotideos simples (SNPs) em seus chips superam todas as limitacdes de
resolucdes dos antigos métodos (caridtipo, FISH e MLPA). Este método possibilita examinar
no genoma, analisando nos segmentos cromossOmicos de um individuo, se ha perda ou ganho
de DNA comparado a um genoma referéncia, regides de dissomia uniparental e até
polimorfismos de um tnico nucleotideo (PINKEL et al., 1998). Nos resultados dessa técnica
encontram-se dados que revelam a regido e o tamanho da alteracdo encontrada com bastante
precisdao. Os softwares utilizados permitem identificar se hd genes envolvidos com a
alteracdo, e quais genes sdo estes, através de uma correlacdo com a sequéncia do genoma

humano.

Inicialmente o CGH array era empregado para esclarecer as alteragdes genéticas do
cancer, sobretudo em tumores solidos, identificando o aumento ou perda de segmentos
cromossomicos no genoma (KALLIONIEMI et al., 1992). Passou a elucidar anomalias que
até entdo escapavam a identificacdo com os antigos métodos, entre elas algumas ligadas a

deficiéncia intelectual, como delecdes na regidao subtelomérica. Rapidamente o CGH array
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tornou-se um método diagndstico muitissimo vantajoso para estudar a causa genética de
distirbios do desenvolvimento humano, solucionando casos idiopaticos de anomalias

congénitas, atraso no desenvolvimento e deficiéncia intelectual (MILLER et al., 2010).

Enquanto estudos na América do Norte e Europa descrevem uma taxa diagnéstica do
exame CGH array de 15 a 20% dos pacientes, no Brasil os dados ainda sdo imprecisos, uma
vez que ndo ha publicacdes brasileiras sobre o assunto (MILLER et al., 2010). O CGH array
com BACs (sondas com cerca de 1 Mpb de tamanho) foi introduzida no IBUSP (Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo), Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH),
em 2004, pela pesquisadora Carla Rosenberg. Na ocasido, a pesquisadora estudou
aproximadamente 400 familias com individuos afetados por deficiéncia intelectual e/ou
anomalias congénitas, encontrando alteragdes cromossdmicas entre 17% a 30% dos pacientes,
taxas que variaram de acordo com o critério clinico de selecio (KREPISCHI-SANTOS et al.,

2006).

A quantidade de DNA necessdria do paciente para a execucdo do exame através do
CGH array confrontada com outras técnicas, acima descritas, € muito menor. Na técnica, o
DNA teste (da amostra do paciente) e DNA controle (amostra referéncia) sao marcados com
fluorocromos cada um com cores diferentes (verde e vermelho, na maioria das vezes).
Posteriormente, ambas as amostras sdo co-hibridizadas no chip (array) composto de sondas
de DNA que abrangem o genoma como um todo. Com diferenca nas intensidades das
fluorescéncias das amostras pos hibridizacdo é possivel identificar altera¢cdes no nimero de
cOpias entre a amostra referéncia e a sujeita ao teste. O exame apresenta a desvantagem de
ndo detectar rearranjos equilibrados (inserc¢des, translocagdes e inversdes) e ainda ser
relativamente caro. Algumas vezes, outras técnicas moleculares (PCR, FISH e MLPA) ou
mesmo a citogenética convencional, por exemplo, podem ser utilizadas no sentido de
complementar e/ou confirmar uma alteracdo gendmica encontrada (C. LEE, IAFRATE, &

BROTHMAN, 2007).

1.2.2 Plataformas de CGH array

Na maioria das vezes, a técnica do CGH array usa diferentes plataformas de acordo
com a quantidade de regides pesquisadas. Elas podem variar basicamente de acordo com a

resolucdo e o tipo das sondas que compdem o array (chip). A resolucdo € mensurada pelo
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tamanho e o espacamento entre uma sonda e outra. J4 os tipos de sondas podem ser: BAC
(Bacterial Artificial Chromosomes) ou oligonucleotideos, que sdo moléculas que contém
pares de bases fabricados exclusivos para sua utilizacdo no array. As BACs sdo construidas a
partir de sequéncias de cromossomos bacterianos artificiais € possuem uma resolu¢do mais
baixa quando comparadas as plataformas de oligonucleotideos. Seus segmentos sdo
relativamente grandes e variam entre 100-160KBs. Os arrays de oligonucleotideos sio
compostos de segmentos menores de 50-100KBs, sendo capazes de detectar mais facilmente
as perdas e ganhos de material genético e, portanto, possuindo uma maior capacidade

diagndstica, além de deterem uma maior cobertura do genoma.

As plataformas compostas por oligonucleotideos possuem capacidade diagndstica
mais elevada (14,83%) que as compostas por BACs (9,76%), assegurando um diagndstico
mais eficaz e fornecendo mais elementos para um aconselhamento genético mais completo
(CARLSON, HENRIKSON, VEENSTRA, & RAMSEY, 2005; ROGOWSKI, 2006). Entre as
principais companhias que trabalham com as plataformas de oligonucleotideos podemos citar:
Agilent, Affymetrix, NimbleGen e Illumina. A plataforma Human Genome CGH Microarray
de 44K e 60K, da empresa Agilent, foi a utilizada para executar os diagndsticos na amostra
deste estudo. Vale a pena ressaltar que ha um constante melhoramento na resolucao das
plataformas que tendem a um grau de definicdo cada vez maior conforme aumentam a
densidade de sondas, acréscimo de SNPs e outros parametros importantes para a andlise

genOmica.

1.2.3 CNVs - Copy Number Variations

Com a aplicabilidade da técnica do CGH array, a detec¢do nas variacdes no nimero
de copias, abreviadas como CNVs (copy number variants), aumentou tanto em pacientes com
atraso no desenvolvimento e/ou anomalias congénitas como em individuos sauddveis. A
dificuldade estd na interpretacao do significado clinico dessas variacdes no nimero de copias.
Segundo nomenclatura usada em uma revisao de Gijsbers e colaboradores (GIJSBERS et al.,
2011), as CNVs podem ser: benignas, potencialmente patog€nicas ou conhecidamente
patogénicas. Nesse sentido, muitas pesquisas estdo sendo realizadas sobre o tema e varios

fluxogramas de trabalho estdo sendo propostos por laboratérios que fornecem diagndsticos
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que incluem, por exemplo, consulta em bancos de dados (locais de pesquisa que ajudam a

atribuir significados as CNVs).

As CNVs benignas sao sem significado para o fenétipo do paciente. No genoma,
certos genes podem apresentar dimensdes variadas em seus segmentos de DNA e no nimero
de repeticdes dos mesmos, apresentando um maior nimero de suas copias em um quadro
clinico normal. Possuem tamanho maior que 1 Kb, sendo verificadas em aproximadamente
6% do genoma humano, muitas vezes dificultando a interpretacao dos resultados encontrados
no CGH array (SHAIKH et al., 2009). Critérios sdo desenvolvidos para classificd-las como
benignas, entre eles, consultar o DGV (Database of Genomic Variants -
http://projects.tcag.ca/variation/) que compila dados de artigos cientificos onde CNVs foram
encontradas apenas em individuos que eram usados em amostras controle (ndo possuiam

doencas).

As CNVs potencialmente patogénicas possuem microdelecdes e microduplicacdes que
ainda ndo sdo relacionadas com sindromes bem descritas. Para correlacionar essas variagdes
no nimero de cépias com fendtipos dos pacientes, alguns critérios sdo consultados e andlises
de informagdes que constam em bancos de dados sao verificadas (BEJJANI & SHAFFER,
2008; C. LEE et al., 2007). Para essa finalidade, sdo usados especialmente bancos de dados
como: OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim),
ISCA (International Standards for Cytogenomic Arrays - https://www.iscaconsortium.org),
DECIPHER (Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using Ensembl
Resources http://www.sanger.ac.uk/PostGenomics/decipher). Neles € possivel pesquisar se 0s
resultados encontrados no do exame de CGH array, somados as caracteristicas fenotipicas, ja
foram descritos (ou ndo) em qualquer parte do mundo, e ainda se sdao sindromes ji bem

validadas e conhecidas.

Visto que essas CNVs muitas vezes podem ser herdadas (99% quando se trata de
submicroscopicas), € valido aplicar o teste aos pais biolégicos, o que permite verificar se a
alteracdo em questdo foi herdada de um genitor assintomético (CHEUNG et al., 2007). Se isto
for o caso, € menos provavel que a alteragdo seja a causa do problema apresentado pelo
paciente. Mesmo assim, a técnica pode gerar resultados falso-positivos (alteracdes novas de
aparente casualidade, porém sem ser a efetiva causa do fenétipo) ou falso-negativos, uma vez
que certos polimorfismos podem ter efeito patogénico em determinados contextos gendomicos

(DARILEK et al., 2008; C. LEE et al., 2007).
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As CNVs conhecidamente patogénicas sdo as que ja estdo correlacionadas nesses
bancos de dados e na literatura com sindromes bem descritas, regides que contém genes

associados as doengas e regides subteloméricas (ricas em genes).

Um estudo associa que anomalias congénitas, microcefalia, baixa estatura e problemas
cardiacos estdao mais associados a criangas com CNVs patogénicas (SHOUKIER et al., 2013).
Outro estudo aponta que a interpretacdo das microduplicacdes € ainda mais dificil que das

microdele¢des (STANKIEWICZ, PURSLEY, & CHEUNG, 2010).

Assim, o continuo refinamento das sequéncias do genoma, obtidas gragas a uma
resolucdo cada vez maior nas plataformas de CGH array, e a criagdo de bancos de dados com
colaboracdes internacionais € um esforco efetivo na tentativa de explorar e atribuir

significados a essa complexibilidade.

1.3 Outras aplicabilidades do CGH array

O CGH array vem sendo utilizado em outros campos de investigacdo da medicina,
como no diagndstico pré-implantacional e nos estudos de cincer. Depois de ser apontado
como o primeiro método a ser usado em exames pds-natal, recentes estudos indicam que em
breve o teste serd util também como primeiro exame na avaliacdo genética pré-natal ou
implantacional (EVANGELIDOU et al., 2013). Os resultados no exame de CGH array
revelam-se mais promissores que os do cariétipo, tanto para avaliacdes pré-implantacionais
que obtiveram caridtipo normal quanto para aqueles cujas alteracdes foram detectadas através
de outros métodos. Nestes casos, 0 CGH array é sugerido para complementar a investigagao
(EVANGELIDOU et al., 2013; LICHTENBELT, KNOERS, & SCHURING-BLOM, 2011).
O CGH array permite ajudar na identificacdo de possiveis genes relacionados ao cancer,
como subsidios para o entendimento de mecanismos e etiologia desse mal (CLIMENT,

GARCIA, MAO, & ARSUAGA, 2007; MOHAPATRA, SHARMA, & YIP, 2013).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a limitacdo de resolu¢do do cariétipo (acima de 10Mb) para o diagndstico das
anomalias cromossOmicas, considera-se importante compreender o exame de CGH array
como uma nova tecnologia na aplicacao dos testes genéticos. Sendo o CGH array um método
que possibilita uma anélise refinada de todo o genoma, esta tornou-se uma ferramenta de
extremo interesse para a investigacdo de casos idiopaticos (de causa desconhecida) de

disturbios do desenvolvimento

Considerando o seu valor clinico, o presente trabalho pretende investigar como o
CGH array tem auxiliado no diagndstico e na identificacdo das bases moleculares em casos
de autismo, deficiéncia intelectual idiopéatica e atraso do desenvolvimento neuropsicomotor,
em Santa Catarina. Analisar também se a taxa diagnodstica dos exames solicitados no estado €

semelhante ao relatado na literatura.

Assim, pretende-se que através do estudo de avaliagdo da indicac¢do clinica, taxa
diagnodstica e aplicabilidade do exame de CGH array, possa-se colaborar para a intensificagdo
de pesquisas sobre o tema e para que novas diretrizes de satide publica sejam consideradas,

uma vez que, até 0 momento, o exame apresenta um alto custo para os pacientes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizacdo de uma amostra de 122 resultados de exame de CGH array realizados
através do Laboratério Neurogene, solicitados por médicos do Estado de Santa Catarina, no

periodo de 5 anos.

3.2 Objetivos especificos

- Analisar os resultados dos exames (n= 122) obtidos pela investigacdo de pacientes
através da técnica da Hibridizacio Gendmica Comparativa por arrays, CGH array, no

arquivo do Laboratério Neurogene desde 2008 até 2012 quanto a(s):

- Taxa de resultados alterados, onde o CGH array revelou ou contribuiu para a

compreensdo da etilogia da patologia do paciente;

- Principais indicacdes clinicas que levaram aos médicos solicitarem o exame

investigativo por CGH array;
- Principais indica¢Oes clinicas encontradas nos exames de CGH array alterados;

- Avaliar a taxa diagndstica nos resultados de exames dos pacientes em relacdo as

indicagdes clinicas: com ou sem tragos dismorficos ou sindromicos marcantes;
- Tipos de alteracdes gendmicas mais encontradas na amostra;

- Comparar as taxas diagndsticas desta amostra com a literatura internacional.
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4. METODOS E PROCEDIMENTOS

4.1 Desenho amostral

A amostra foi composta de 122 resultados de exames de CGH array, solicitados desde
2008 até dezembro de 2012, através dos convénios: SUS, UNIMED, convénios

interlaboratoriais ou particulares, do Laboratério de Genética Humana Neurogene.

A grande maioria dos pacientes, que foram submetidos ao estudo do CGH array,
passaram por investigacdo prévia de caridtipo convencional (Banda G) e também para a
mutagdo patogénica que causa a Sindrome do X-Fragil (gene FMRI). Os resultados dos
exames foram fornecidos pelo Laboratério Neurogene de forma sigilosa, ndo comprometendo
a identidade do paciente ou do médico. Os mesmos foram informados através de um c6digo
identificador, com a indicagdo clinica pela qual foi solicitado, a plataforma utilizada e o

resultado do mesmo.

4.2 Coleta de dados clinicos

Em um segundo momento, entrou-se em contato com os médicos solicitantes do
exame de CGH array (geneticistas e neurologistas pedidtricos) para verificar se estariam
dispostos a fornecer mais detalhes através do preenchimento do questiondrio (ANEXO 1),
complementando as indicagdes clinicas pelas quais os pacientes foram encaminhados ao
exame. Houve concordancia dos mesmos com o descrito acima, e essa investigacao foi feita
através do cddigo identificatorio fornecido pelo Laboratério Neurogene (preservando a
identidade dos pacientes). Os dados clinicos como grau de compometimento intelectual, a
presenca/auséncia de dismorfias (quais), a presenca/auséncia de mal formagdes (se sim,
quais), além de outras particularidades clinicas, foram assim informados tanto para resultados

positivos quanto para negativos.

4.3 Coleta das amostras

As amostras com 10 ml de sangue periférico para a realizacio do CGH array foram

coletadas no Laboratério Neurogene, depositadas em tubos com EDTA e devidamente



21

identificadas. Uma vez que Santa Catarina ndo possuia a tecnologia para a realizacdo do
exame, as mesmas foram encaminhadas para o Grupo de Estudos do Genoma Humano (USP-
Universidade de Sdao Paulo), com o qual o laboratdrio possuia um convénio, onde os exames

de CGH array foram executados pela Dra. Carla Rosenberg e sua equipe.

Questiondrios prévios e TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) foram
entregues aos pais/responsdveis dos pacientes. Apds serem preenchidos e devidamente
assinados, foram enviados junto as amostras de sangue para Grupo de Estudos do Genoma

Humano.

4.4 CGH array

Para execu¢do do exame de CGH array foram utilizadas as plataformas Human Genome
CGH Microarray 44k ou 60K (produzida pela Agilent Technologies). Essas plataformas
contém cerca de 44.000 a 60.000 oligonucleotideos distribuidos pelo genoma humano, com
sequéncias baseadas versao HG 18 (Human Genome 36.1) do genoma humano. O exame de
CGH array foi realizado utilizando DNA gendmico extraido de sangue periférico do paciente.
As amostras foram marcadas, hibridizadas e lavadas, de acordo com o protocolo do
fabricante. Basicamente, as amostras foram marcadas usando o CytoSure HT Genomic DNA
Labelling Kit. Amostras de DNA do individuo avaliado (DNA teste) e da amostra referéncia
(DNA controle) foram incorporadas a fluorocromos, cianina 3 (Cys 3- verde) e cianina 5 (Cys
5- vermelho), respectivamente. Apds serem marcados, foram submetidos a hibridizacdo na
lamina contendo as sondas de DNA de localizacao conhecida nos cromossomos, utilizado o
equipamento de hibridizacdo Agilent SureHyb, seguindo as instrucdes do fabricante. Logo
apos foi feita a lavagem e as imagens foram escaneadas e processadas usando Agilent Feature
Extraction Software, que mede a intensidade da fluorescéncia que os fluorocromos emitem e
finalmente analisadas com o software comercial Genome Workbench (Agilent Technologies).
Foram gerados graficos com a localizacdo de cada um dos oligonucleotideos no genoma, e
através de uma andlise comparativa da amostra com a referéncia, analisando a intensidade da
fluorescéncia foi determinado se houve ganho ou perda de segmentos cromossdmicos (Figura
1). A Figura 2 mostra um fluxograma dos principais passos executados na técnica para a

obtencdo do exame.

Quando as alteragdes foram constatadas, foi realizada uma pesquisa das CNVs ja
encontradas, presentes em banco de dados disponiveis na internet, e pesquisadas na literatura

para inferir se houve relacdo causal entre a alteracdo encontrada e o fenétipo do paciente.
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Foram consideradas alteracdes com perdas e ganhos maiores que 400Kb, exceto quando genes

conhecidamente patogénicos estao envolvidos.

Variagdes no nimero de cpias de sequéncias de DNA (CNVs) encontradas comumente
na populacdo em geral ndo foram consideradas e essas variacdes ndo constam no resultado do
exame. Esta plataforma de CGH array nao detecta alteracdes cromossOmicas equilibradas
(translocagdes reciprocas, inversdes ou insercoes), alteracdes do DNA mitocondrial ou
mutacdes de ponto. Alteracdes cromossdmicas em mosaico com freqii€ncia inferior a 30%
ndo foram identificadas. Quando alteracdes com possivel significado causal foram
encontradas, os exames de CGH array dos pais foram realizados, para estabelecer se tratava

ou ndo de um possivel polimorfismo herdado.

Ap6s a conclusdo e interpretagdo dos testes um laudo foi emitido pelo Grupo de Estudos

do Genoma Humano e enviado ao Laboratério Neurogene.

4.5 Analise das taxas de resultados positivos e indicacoes clinicas

Os exames de CGH array foram analisados € o nimero de exames com resultados
causal positivo em relacdo ao total de exames solicitados foi registrado. Foram anotadas e
classificadas as alteracOes encontradas nos exames alterados. As indicagdes clinicas para o
exame obtidas através do preenchimento dos questiondrios com ajuda dos médicos (ANEXO
I) foram relacionadas ao tipo de resultado (positivo ou negativo); a classe de alteracdo
encontrada (microdelecio ou microduplicagao/amplificacio ou outra); a extensdo dos
cromossomos € as regides envolvidas. Todos os resultados foram analisados a luz de dados

publicados na literatura.

4.6 Analise dos dados

Os dados foram tabulados em planilhas EXCEL (Microsoft Office), para comparagao,

obtencao das freqiiéncias (em porcentagem) e elaboragao de graficos.
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Figura 1 — Reagdo de marcacgéo e hibridizacdo do CGH array: A) Amostras de DNA do individuo a ser
avaliado (DNA teste) e da amostra controle (DNA referéncia) sdo incorporadas a fluorocromos, cianina 3 (Cys
3- verde) e cianina 5 (Cys 5- vermelho), respectivamente; B) Hibridizacdo em lamina contendo as sondas.
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Figura 2 — Fluxograma dos principais passos da técnica de CGH array a partir da hibridizacdo: a)
hibridizacdo; b) captura das imagens; c) andlise dos comprimentos de onda; d) decodificacdo das imagens
(arquivo numérico); e) andlise dos dados numéricos gerados; f) leitura dos resultados. Modificado de
MACHADO, 2010.

4.7 Consideracoes éticas

O presente trabalho foi submetido a apreciacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do

Hospital Infantil Joana de Gusmao, e obteve aprovacao sob o nimero: 015/2013 (ANEXO 2).



5. RESULTADOS

Foram analisados os resultados de exames de CGH array de uma amostra de pacientes
do Laboratério Neurogene no periodo de 5 anos, abrangendo os anos de 2008 a 2012. Nesse
periodo passaram pela investigacdo através do exame 151 pacientes, destes os TCLEs foram
assinados por 122, que compdem a amostra analisada nesse estudo. Ha 50 pacientes do sexo
feminino e 72 do masculino, provenientes de diversos locais distribuidos principalmente pela

regido Sul do Brasil, em especial Santa Catarina. Destes, 35 pacientes (28,68%) tinham idade

igual ou inferior a 5 anos de idade.

Na Figura 3 e na Tabela 1 estdo dispostas, através de um gréfico e de uma tabela, as

indicacdes clinicas dos médicos neuropediatras e geneticistas para solicitarem o exame de

CGH array, podendo haver mais de uma indicagdo por exame.
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Figura 3 — Indicacdes clinicas dos médicos neuropediatras e geneticistas para solicitagdo do exame de

CGH array, podendo haver mais de uma indicag@o por exame.




25

Tabela 1 — Nimero e porcentagem das indicacdes clinicas dos médicos neuropediatras
e geneticistas para solicitacdo do exame de CGH array.

Indicacao clinica* Numero Porcentagem
ADNPM 99 81,15%
Dificuldade aprendizado 89 72,95%
Dismorfia de face 66 54,10%
Dificuldade motora 42 34,42%
Deficiéncia intelectual 40 32,78%
moderada
Autismo 34 27,87%
Dismorfia de membros 32 26,23%
Deficiéncia intelectual 28 22.95%
leve
Convulsoes 22 18,03%
Deficiéncia intelectual 18 14,75%
severa
Hiperatividade 13 10,65%
Ataxia 3 2,46%

*Podendo haver mais de uma indicacio por paciente.

Quando considerada somente a morbidade principal apresentada por cada paciente, as
indicagdes clinicas para a realizacdo do exame de CGH array foram: Deficiéncia intelectual,
70,49% (DIL 22,95%, DIM 32,78%, DIS 14,74%), ADNM 7,37% (pacientes com menos de 5

anos), Autismo, dificuldades de aprendizado, convulsdes e outras (22,13%).

A partir dos resultados dos exames foram verificados que 30,32% dos exames de CGH
array apresentaram alteracdes. A Tabela 2 apresenta as alteragdes cromossOmicas encontradas
nos resultados alterados, bem como seu tamanho, localizagdo (intersticial ou terminal),
classificadas em microdele¢do ou microduplicacio e indicacdo clinica pela qual o exame foi

solicitado.



Tabela 2 — Alteragdes cromossdmicas encontradas nos resultados dos exames de CGH array do Laboratério Neurogene de 2008 a 2012.
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Cromossomo Bandas Posi¢ao Genomica Tamanho Del* Dup Int Ter Indicacao clinica**

1 1p36.33-p36.32 1018337-3394442 2,5Mb X X ADNPM, Convulsdes, DF, DM

1 1p36.23-p36.22 8.349.960-10.371.006 2Mb X X TDA, ADNPM, DF, DA, DIM, DF

1 1p36.23 7283244-9028267 1,7Mb X X ADNPM, DA, DIS, DMot, DF

1 1q44 243.094.770 e 3Mb X X Autismo, ADNPM, DA, DIS, DMot,
245.843.360 Convulsoes, DF.

2 2pl16.3 50.936.722-50.975.845 39Kb X X ADNPM, DA, DIM, Convulsées, DF.

2 2p24.3-p22.1 14.474.450-40.365.642 26Mb X X ADNPM, DA, DIL, DF, DM

2 2p25.3 20.141-3.432.051 3,5Mb X X ADNPM, DF, DA, DIL, DMot, DF, DM,

Hiperatividade.
2 2p22.3 32.530.987-33.111.024 650Kb X X ADNPM, DA, DI/IZL DF, DM, Convulsdes e
utismo.

2 2q37.2-q37.3 236798070-242717216 6,7Mb X X ADNPM, DF, DA, DIM, DMot,DF, DM.

2 2q22.1-q22.3 141622626-146901990 5,2Mb X X ADNPM, DA, DIL, DF, autismo

3 3q13.13-q13.31  111263803-117942839 6,7Mb X X Autismo (falta complementar questionario)

4 4pl4-pll 39.644.232-62.840.793 23Mb X X ADNPM, DA, DIL, DM, DF, DM

4 4q32.1 156517980-157541322 1Mb X X Autismo (falta complementar questionario)

5 5pl15.33-p15.2 110319-13719112 13,6Mb X X ADNPM, DF, DMot.

5 5pl15.31-p14.3 6898055-18989067 12,5Mb X X ADNPM, DF, DM, Hiperatividade

7 7q31.32-q33 122.312.965- 13Mb X X ADNPM, DA, DF,DIL
135.747.233

7 7q31.32-q33 122.609.467- 12,5Mb X X ADNTP, DA, DIL
135.747.233

7 7q36.2-q36.3 153021056-158821457 5,8Mb X X ADNPM, convulsdes, DF, DM.

8 8pl2-pll.le 38.480.497-51.485.260 13,3Mb X X ADNPM, DA, DIL, DM, DF, DM

8qll.1-q 11.22

8 8p21.3 19.854.978-20.151.280 300Kb X X Ataxia, ADNPM, DF, DA, DIL, DMot, DF

9 9p24.3 193.890-1.793.890 1,6Mb X X ADNPM, DA, DIM, DF

9 9p22.2-22.1 17.735.113-19.274.106 1,4AMb X X ADNPM, DA, DIL
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Cromossomo Bandas Posicio Genomica Tamanho Del* Dup Int Ter Indicacao clinica**
9 9p24.3-p13.1 1.897.758-38.805.612 37Mb X X ADNPM, DA DIM, DF
9 9p24.3- p21.3 193890-21698565 22Mb X X ADNPM, DF, DA, DIS, DMot, DF, DM
11 11924.2-g25 126.659.795- 7,7Mb X X ADNPM, DF, DA, DIL, DMot, DF,DM,
134.343.758 Hiperatividade
11 11924.3-g25 128.565.909- 6Mb X X ADNPM, DA, DIL
134.373.771
12 12q24.31- 123309075-132283607 9Mb X X  ADNPM, DA, DIS, DMot,DM,DF, Autismo
q24.33
13 13ql12.11 19305270-19662666 350Kb X X DF
14 14q13.1 32117635-32643906 520Kb X X ADNPM, DA, DIL, DM, DF
15 15q11.2-q13.1 20.316.801-26.233.173 6,2Mb X X ADNPM, DA, DMot
15 15q11.2-q13 18946017-30230557 11,3Mb X X ADNPM, DMot,DF
15 15q11.2- q13.1 18946017-26885070 8,5Mb X X ADNPM, DF, DA, DMot, Autismo
15 15q11.2- q13.1 21258328-26233173 5Mb X X ADNPM, DA, DIL, DF, DMot,Autismo
16 16pl12.1 21907260-22.315.593 400Kb X X Questiondrio incompleto
17 17p11.2 16.723.072-20.234.743 3,5Mb X X ADNPM, DA, DIM, DF, DM,
Hiperatividade
17 17p11.2 16.723.072-20.234.743 3,5Mb X X ADNPM, DA, DIM, DF, DMot, DM,
Hiperatividade
18 18921.32-q23 54939961-76113948 21Mb X X ADNPM, DA, DIS, DMot, DF, DM
18 18p11.32- 138889-14072075 14Mb X X ADNPM, DA, DIL, DMot, DF, DM
pll1.21
18 18922.1-g23 64.381.440-76.113.948 12Mb X X ADNPM, DA, DIL, DF
18 Braco inteiro 16Mb X X ADNPM, DF, DM, hiperatividade e
convulsao
19 19p13.3 1.142.713-1.825.290 700Kb X X ADNPM, DF, DA, DIS, DF
22 22q11.21 17274620-19770656 2,5Mb X X ADNPM, DA, DIL, DMot ,DF
094 22q11.21 17.28-19.21 2,43Mb X X ADNPM, DA, DIS, DMot
X Xq24 118866869-118870506 3,6Mb X X Autismo (falta complementar questiondrio)
TOTAL 23 21 32 12
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*Del — Dele¢do; Dup — Duplicagdo; Int — Intersticial; Ter — Terminal;

**Indicacdes clinicas: ADNPM — Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor; DF- Dificuldade de
Fala; DA - Dificuldade de Aprendizado; DIL — Dificuldade Intelectual Leve; DIM - Dificuldade
Intelectual Moderada; DIS - Dificuldade Intelectual Severa; DMot — Dificuldade Motora; DF — Dismorfia
de Face; DM — Dismorfia de Membros

Nos resultados analisados ndo foram encontradas alteracdes para os
cromossomos 6, 10, 20, 21, 23 e Y (Tabela 2). A maioria das delecdes foi observada no
cromossomo 1 (quatro vezes), e as duplicacdes apareceram o mesmo nimero de vezes
(trés vezes) nos cromossomos 2, 4, 7 e 15. O nimero de dele¢des e de duplicacdes foi
de 23 e 21, respectivamente, e os tamanhos variam de 39kb a 21Mb para delecdes e de
300Kb a 37Mb para duplicagdes. Ja a localizacdo (intersticial ou terminal) apresentou

diferenca marcante, a maioria (n=32) sendo intersticial, e somente 12 foram terminais.

Na Tabela 3 estdo listadas as principais indicagdes clinicas para o exame de
CGH array e o seu percentual nos exames em que o resultado do CGH array apresentou

alteragoes.
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Tabela 3 — Porcentagem das principais indicacdes clinicas para os exames de
CGH array que apresentaram alteragdoes.

Indicacao Clinica* Nimero % nos exames
positivos

ADNPM 33 89,18%
Dismorfia de face 29 78,37%
Dificuldade aprendizado 28 75,67 %
Dificuldade motora 17 45,94%
Dismorfia de membros 14 37,83%
Deficiéncia intelectual leve 13 35,13%
Dificuldade fala 9 24.,32%
Autismo 8 21,62%
Deficiéncia intelectual 7 18.91%
moderada

Deficiéncia intelectual 6 16,21%
severa

Hiperatividade 6 16,21%
Convulsoes 5 13,51%
Ataxia 1 2,70%

*Todas possuiam mais de uma indicag¢@o clinica.

Considerado apenas a principal indicacao clinica para os exames de CGH array
que apresentaram alteragdes, obteve-se: Defici€ncia intelectual, 70,27% dos exames
positivos (35,13% DIL, 18,91 DIM e 16,21 para DIL); ADNPM, 18,91%; Autismo e
outros, 10,81%.

Quando se verifica o percentual de exames que foram solicitados para pacientes
com tragos dismorficos ou sindromicos marcantes, ou sem dismorfologias, a

porcentagem foi de 54,10% e 45,90%, respectivamente.

Um dos objetivos deste trabalho foi observar a porcentagem de resultados que

apresentaram alteracdes genOmicas nos exame de CGH array dentre os pacientes
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classificados pelos médicos como pacientes que apresentam dismorfias (de face e/ou
membros) e sem dismorfias. O encontrado foi 43,93% nos pacientes que apresentavam

dismorfias, ja no grupo sem dismorfias a porcentagem foi de 14,28%.

Para as indicagdes clinicas sem tragos dismoérficos ou sindromicos marcantes, de
face e/ou membros, as principais indicagdes clinicas estdo listadas na Tabela 4, podendo

haver mais de uma indicacao por paciente.

Tabela 4 — Porcentagem das principais indicacdes clinicas para o exame de
CGH array em pacientes sem tragos dismorficos ou sindromicos marcantes.

Indicacao Clinica* Nimero Porcentagem
ADNPM 31 55,35%
Dificuldade aprendizado 28 50%
Deficiéncia intelectual 13 23,21%
moderada

Autismo 12 21,42%
Dificuldade Motora 10 17,85%
Deficiéncia intelectual leve 8 14,28%
Dificuldade fala 7 12,5%
Convulsoes 6 10,71%
Deficiéncia intelectual 5 8,92%
severa

Hiperatividade 3 5,35%
Ataxia 2 3,57%

*Podendo haver mais de uma indicacio por paciente.

Também havia o interesse em verificar se nos resultados positivos dos exames
haveria diferenca quanto ao tipo e extensdo da alteracdo encontrada entre pacientes com
e sem tragos dismorficos ou sindromicos marcantes. Para isto, agruparam-se as
alteracdoes cromossdmicas encontradas no grupo sem dismorfias na Tabela 5 e com

dismorfias na Tabela 6.



Tabela 5 — AlteracOes cromossOmicas encontradas no exame de CGH array de pacientes sem tracos dismorficos.
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Cromossomo Bandas
3 3q13.13-q13.31
4 4q32.1
7 7q31.32-q33
9 9p22.2-22.1
11 11g24.3-g25
15 15q11.2-q13.1
15 15q11.2-q13.1
16 16pl12.1
22 22ql11.21
X Xq24

TOTAL

Posicao Gendmica
111263803-117942839
156517980-157541322

122.609.467-135.747.233
17.735.113-19.274.106

128.565.909-134.373.771
20.316.801-26.233.173

18946017-26885070
21907260-22.315.593

17.28-19.21
118866869-118870506

Tamanho Paciente Delecio Duplicacao

6,7Mb
IMb
12,5Mb
1,4AMb
6Mb
6,2Mb
8,5Mb
400Kb
2,43Mb
3,6Mb

ID do

1
2*
3*
3*

4

0 J O\ Wn

[\
*

R XX XX

X

W X

Intersticial

o XK XK XX XX

Terminal

*Pacientes com mais de uma alteracdo
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Tabela 6 — Alteragdes cromossdmicas encontradas no exame de CGH array de pacientes com tragos dismorficos.

1 1p36.23- 8.349.960-10.371.006 2Mb 10 X X
p36.22
1 1p3623  7283244.9028267  17Mb 11 X X
1 1q44 243.094.770 ¢ 3Mb 12 X X
245.843.360

14.474.450-40.365.642 26Mb 14 X X

2 2p22.3 32.530.987-33.111.024 650Kb 16 X X

2 2q37.2-q37.3 236798070-242717216 6,7Mb 18 X X

2 2p24.3-p22.1

R S
5 5p15.33-pl5.2  110319-13719112 13,6Mb 20 X X
2 XX
7 7q31.32-q33  122.312.965-135.747.233  13Mb 2 X X
7 79362363 153021056-158821457  s8Mb  o* X X
8 8pl2-pll.le  38.480.497-51.485260  133Mb  19% X X
8q11.1-q 11.22
B S
9 9p24.3 193.890-1.793.890 1,6Mb 24 X X
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9 9p24.3- p21.3 193890-21698565 22Mb 25% X X
oo X
12 12q24.31- 123309075-132283607 9Mb 26 X X
q24.33

15 15q11.2- q13.1 21258328-26233173 SMb 29 X X

17p11.2 16.723.072-20.234.743 3,5Mb

18 18q21.32-q23 54939961-76113948 21Mb 25% X X

18 Braco inteiro 16Mb 34 X X

22 22q11.21 17274620-19770656 2,5Mb X X

*Pacientes com mais de uma alteragio
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Nos pacientes nao sindromicos, 5 apresentaram uma delecdo, 1 uma duplicacdo
e 2 uma duplicacdo acompanhada por uma delecdo. Os tamanhos das alteracdes

variaram de 400Kb a 12,5Mb, e apenas uma foi terminal (Tabela 5).

Em pacientes com tracos dismorficos, o nimero de delecoes e de duplicacdes foi
muito parecido, sendo 13 pacientes com uma dele¢do, 14 com uma duplicacdo, 3 com
duplicacdo associada a uma delecdo e somente 1 com duas duplicacdes. Os tamanhos
das alteragdes variaram de 39Kb a 37Mb, um terco das quais em localizagdo terminal

(Tabela 6).

Um total de 59 pacientes (48,36%) realizou o exame de cari6tipo previamente ao

exame de CGH array. Destes, 39 eram normais e 20 inconclusivos.

Quando analisados os exames de CGH array alterados (n=37), 10 apresentaram
o cariétipo normal (27,02%) e 10 (27,02%) apresentaram caridtipos alterados ou

inconclusivos (translocagdes, alteracdes de dificil significado).

Outros exames foram realizados previamente ao CGH array: 27 individuos
(22,13%) realizaram ressonancia magnética do cérebro e 24 individuos (19,67%) foram

testados para Sindrome do X-fragil (com resultado negativo).

Quando analisados na amostra total (n=122), houve 13 pacientes (10,65%) com
antecedentes sindromicos na familia, dos quais 6 (46,15%) tiveram o exame com

resultado alterado.
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6. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

6.1 Caracteristicas da Amostra

O CGH array é um método que possibilita uma andlise refinada de todo o
genoma. Esta ferramenta tornou-se de extremo interesse que, cada vez mais vem sendo
usado no diagndstico clinico e na investigacdo de casos idiopdticos (de causa
desconhecida) de distiurbios do desenvolvimento. A amostra de 122 resultados de
exames de CGH array é composta na sua maioria de pacientes do sexo masculino, 72 e
50 do sexo feminino, 28,68% dos quais com idade inferior a 5 anos, advindos dos

estados da regiao Sul.

A composicdo da amostra reflete um leve predominio de pacientes do sexo
masculino (em torno de 60%), o que corrobora com o fato de haver mais individuos
masculinos com deficiéncia intelectual e/ou autismo na populacdo em geral, atribuido

em parte as condi¢des ligadas ao X e a outras nao bem estabelecidas.

6.2 Principais indicac6es clinicas para solicitacoes do exame de CGH array

Revisando a literatura, constata-se que as principais indicacdes clinicas para
realizar o exame de CGH array, em pacientes que ainda ndo sdo classificados em uma
sindrome definida, sdo o atraso no desenvolvimento, deficiéncia intelectual e presenca
de caracteristicas dismorficas (DARILEK er al., 2008), sendo essas também algumas
das principais indicagdes clinicas que médicos de Santa Catarina usaram para solicitar o
exame nos sujeitos analisados nesta pesquisa. Considerando de forma especifica a
principal indicacdo para o pedido do exame, predomina a indica¢do por deficiéncia
intelectual em grau variado (70,27%), seguida por ADNPM (7,37%) como principal
indicacdo. Considerando-se todas as morbidades apresentadas pelos pacientes
(geralmente duas ou mais por paciente), as que assumem o ranking das indica¢des no
pedido do exame sdo o ADNPM apresentado por 81,15% dos pacientes, seguido pela
dificuldade de aprendizado (72,95%), deficiéncias intelectuais, 70,49% (DIL, 20,47%,
DIM, 32,78%, DIS, 14,75%), e dismorfias de face (54,10%). Com freqiiéncia menor,
encontra-se dificuldade motora (34,42%), autismo (27,87%), dismorfias de membros

(26,23%), dificuldade de fala (22,13%), convulsdes (18,03%), hiperatividade (10,75%)
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e ataxia (2,46%) (Tabela 1 e Figura 3). A predominancia das indicacdes ao exame de
CGH array foi ADNPM na infancia e dificuldades de aprendizado, sendo que a maior
parte posteriormente foi diagnosticada com alguma deficiéncia intelectual (leve,
moderada ou severa). Dismorfias, especialmente de face, foram indica¢des secunddrias
muito freqiientes para a solicitagdo do exame. Um estudo dinamarqués, que também
avaliou as indicagdes para CGH array, igualmente encontrou deficiéncia intelectual e
dismorfias muito a frente das outras indicagcdes (KIRCHHOFF, ROSE, &
LUNDSTEEN, 2001).

6.2.1 Porcentagem de exames de CGH array alterados

No estado de Santa Catarina, a porcentagem de resultados de CGH array com
alteracdes que foram consideradas provavelmente patogénicas foi de 30,32%, enquanto
a literatura cita percentuais diagndsticos em torno de 15% a 20% (MILLER et al.,
2010). No Brasil, trabalhos realizados pelo Centro de Estudos do Genoma Humano
(CEGH) coordenados pela pesquisadora Carla Rosenberg encontraram, dependendo do
critério clinico de selecdo, alteracdes cromossOmicas provavelmente patogé€nicas em
17% a 30% dos pacientes afetados por deficiéncia intelectual e/ou anomalias
congénitas, ratificando assim que o CGH array tornou-se um método diagndstico
muitissimo vantajoso para estudar a causa genética de distirbios do desenvolvimento
humano, principalmente quando empregado de forma criteriosa (KREPISCHI-SANTOS
et al., 2006). Dentre os 37 exames que apresentaram resultado de CHG array com
alteracdoes patogénicas ou provavelmente patogénicas, haviam 10 pacientes cujos
caridtipos ndo eram normais € o exame foi solicitado para esclarecer de forma mais
definida a regido afetada. Isto representa um viés nos resultados. Quando a andlise é
feita excluindo-se os pacientes ja previamente selecionados por apresentarem cariétipo
alterado, o percentual de exames positivos € de 24,10%, em plena concordancia com o

relatado na literatura internacional.

6.3 Principais indicacoes clinicas em exames de CGH array alterados

Quando se considera apenas os exames de CGH array positivos, ou seja, que

alteracdes genéticas foram encontradas, a principal indicacdo apresentada por cada
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paciente foi deficiéncia intelectual, 70,27% (DIL 35,13%, DIM 18,82%, DIS 16,21%);
ADNPM, 18,91%, Autismo e outros em 10,81%. Em relacdo a todas as morbidades
marcantes apresentadas pelos pacientes (geralmente duas ou mais por paciente) as
principais foram ADNPM (89,18%), dismorfia de face (78,37%), dificuldade de
aprendizado (75,67%), dificuldade motora (45,94%), dismorfia de membros (37,83%),
dificuldade de fala (24,32%), autismo (21,62%), hiperatividade (16,21%), convulsdes
(13,51%) e ataxia (2,70%) (Tabela 3).

A etiologia do atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (ADNPM) € um
desafio para os médicos que investigam essa condi¢do, principalmente em criangas.
Essa foi a principal indicacdo clinica para a realizacdo do exame (81,15%), na maior
parte das vezes como um diagndstico retrospectivo, uma vez que somente 35 dos 122
pacientes, 28,68%, tinha menos de 5 anos. Destes, 22 foram considerados como
apresentando algum grau de deficiéncia intelectual, um diagnéstico que segundo a
literatura (SHAFFER, 2005) usualmente é considerado formalizado apds a aplicacdo de
um teste de QI, e por isto geralmente se considera que as criancas até esta idade
apresentam ADNPM. Porém, para maioria dos diagnoésticos de DI no Brasil o teste de
QI ndo ¢ utilizado de forma rotineira, principalmente quando a DI € evidente. Na
maioria das vezes, os médicos firmam o diagnéstico de deficiéncia intelectual através de

uma série de comorbidades associadas.

Se forem consideradas apenas as 10 criangas abaixo de 5 anos com ADNPM, a
maioria com dismorfologias associadas, 28,57% apresentaram resultados alterados. Isso
corrobora com um estudo realizado em Taiwan, que ainda afirma que as porcentagens
aumentam se houver dismorfias/malformacdes associadas e se forem intersticiais
(LTANG, SHIMOJIMA, & YAMAMOTO, 2008) e com outro estudo em que alteracdes
foram encontradas em 22,5% dos resultados de pacientes que tinham atraso no
desenvolvimento e/ou anomalias congénitas (WINCENT, ANDERLID, LAGERBERG,
NORDENSKIJOLD, & SCHOUMANS, 2011).



38

6.4 Comparacoes entre as principais indicacoes clinicas para as solicitacoes gerais

do exame de CGH array e os exames de CGH array alterados

Quando os percentuais de indicac¢Oes clinicas apresentadas pelos pacientes sao
comparadas aos percentuais de indicagdes clinicas dos resultados de CGH array
alterado, foram encontrados que: ADNPM, dismorfias de face, dificuldades de
aprendizado, dificuldades motoras, dismorfia de membros, deficiéncia intelectual leve
(DIL), hiperatividade e deficiéncia intelectual severa (DIS) apresentaram uma taxa
maior nos exames alterados do que a porcentagem que apresentam nas indicagdes para o

exame (indicados pelo simbolo * em negrito Tabela 7).

A deficiéncia intelectual leve, as dismorfias de face e membros, dificuldade
motora e hiperatividade sdo indicagdes para as quais mais de 40% dos seus resultados
de CGH array deram alterados (indicados pelo simbolo #, Tabela 7). Para estabelecer
esta porcentagem foi calculada a proporcdo do nimero de indicagdes dos exames
alterados divididos pelos solicitados (por exemplo: 29/66 para dismorfia de face).
Foram consideradas as indicacdes clinicas que sobressairam acima de 40% dos exames

de CGH array alterados.
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Tabela 7 - Indicagdes que serviram de argumento para a realizacdo de exames
de CGH array comparados as indica¢des nos de exames de CGH array com resultados
alterados.

Em exames solicitados Em exames alterados
Indicacao clinica
Nimero Porcentagem Nimero Porcentagem
ADNPM 99 81,15% 33 *89,18 %
Dificuldade 89 72,95% 28 *75,67 %
aprendizado
Dismorfia de face 66 54,10% 29 #78.37 %
Dificuldade motora 42 34,42% 17 #45,94 %
Deficiéncia intelectual 40 32,78% 7 18,91%
moderada
Autismo 34 27.87% 8 21,62%
Dismorfia de membros 32 26,23% 14 #37.83 %
Deficiéncia intelectual 28 22.95% 13 #35,13%
leve
Convulsoes 22 18,03% 5 13,51%
Deficiéncia intelectual 18 14,75% 6 *16,21 %
severa
Hiperatividade 13 10,65% 6 #16,21 %
Ataxia 3 2,46% 1 2,70%

* Indicagdes mais freqiientes em exames de CGH array alterados do que nas solicitagdes. # Indicacdes
para as quais mais de 40% deram resultado do exame de CGH array alterado. Obs: Nenhuma indicagdo
foi utilizada isoladamente.

Os pacientes com deficiéncia intelectual leve como a indicagdo principal,
obtiveram uma alta taxa de exames alterados (46,42% das vezes em que DIL foi
indicacdo) se comparada as obtidas para deficiéncia intelectual moderada (17,50%) e
para deficiéncia intelectual severa (33,33%) (Tabela 7). Isto surpreende, uma vez que o
exame de CGH array tende a ser mais solicitado em casos de deficiéncia intelectual
moderada e severa. O percentual mais baixo para pacientes com deficiéncia intelectual

moderada e severa, deve-se possivelmente por apresentarem alteracdes maiores
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previamente ja identificadas pelo cariétipo convencional ou, no caso de sindromes

conhecidas diagnosticadas por FISH.

Dentre as deficiéncias intelectuais, a deficiéncia intelectual leve € aquela para a
qual menos se conhece as causas, uma vez que alteracdes visiveis no cariétipo
geralmente envolvem uma grande quantidade de genes (50 ou mais) o que dificilmente
resulta em um quadro clinico sutil. Os exames de CGH array estdo mostrando que
também em pacientes com DIL, delecdes e duplicagdes sdo causas importantes de
patogenicidade, porém, envolvendo segmentos bem menores que os visiveis no
cariétipo. Os casos com resultado negativo no CGH array, provavelmente se devem a

causas monogeénicas ou multifatoriais.

Recentes estudos verificaram alteragdes em 18,60% nos pacientes com
deficiéncia intelectual e/ou caracteristicas dismorficas associadas (SIGGBERG et al.,
2010); 20-25% para deficiéncia intelectual de moderada a severa associada com
caracteristicas dismorficas ou malformacdes (BEAUDET, 2013), ou 24% para
dificuldade de aprendizado associada a dismorfologias (SHAW-SMITH, 2004). No
presente trabalho, somando todos os exames alterados que tinham como indicacdo
algum grau de DI, foram observadas alteracdes em 30,23% do CGH array dos
pacientes. Se forem considerados apenas os que apresentavam DI com dismorfologias o
percentual de exames alterados aumenta para 41,81%, em média, (57,89% para DIL,
55,50% para DIS e 25,92% para DIM), indicando a importancia do CGH array nestes
casos (Tabela 8).

Tabela 8 — Exames alterados em pacientes com deficiéncia intelectual.

. C
Tipo | Total de om CGH array alterado Sem CGH array alterado
fent dismorfias di i
de DI | pacientes de face Numero | Percentual ismortias Numero | Percentual
DIL* 28 19 11 57,90% 9 2 22.22%
DIM* 40 27 7 55,50% 13 0 0%
DIS* 18 9 5 25.92% 9 1 11,11%
Total
86 55 23 41,81% 31 3 9,67%
¢/ DI*

*DI — Deficiéncia Intelectual; DIL — Deficiéncia Intelectual Leve; DIM — Deficiéncia Intelectual Moderada; DIS — Deficiéncia
Intelectual Severa.
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Um trabalho realizado por Williams e colaboradores (WILLIAMS et al., 2010),
estudou especificamente a freqiiéncia de CNVs em 366 criancas com TDAH
(Transtorno do Défict de Atencdo ou Hiperatividade), dos quais 33 tinham deficiéncia
intelectual leve a moderada (QI médio de 60), e comparou com 1047 criangas controle,
encontrou que 36% das criangas com TDAH com DI portavam CNVs maiores que
500kb em comparagdo a 11,4% em criancas com TDAH sem DI e 7% em criangas do

grupo controle.

TDAH foi co-indicagdo para 10,65% do total dos pacientes para os quais foi
solicitado o exame de CGH array em neste estudo. O percentual de pacientes com
TDAH nos resultados de exames alterados foi de 16,21% significativamente superior ao
percentual de indicagdes. Se forem considerados apenas 0s pacientes para os quais
TDAH foi uma co-indicacdo para a realizacdo do exame, 46,15% dos mesmos teve seu
exame alterado, o que supera as taxas descritas por Williams et al (2010), para criangas
com TDAH e DI. Isto corrobora que a presenca de hiperatividade como co-morbidade
em pacientes com DI ou ADNPM ¢€ um indicativo importante para solicitar o exame de

CGH array.

Nos casos em que autismo foi uma comorbidade, 21,62% dos exames mostraram
alteracdes, o que corrobora com os indices encontrados na literatura (20-30%) (revisado
por BEAUDET, 2013). Plataformas mais recentes com grau de resolu¢do maior

parecem ser mais adequados para analisar casos de autismo (PRASAD et al., 2012).

6.5 Principais indicacoes clinicas em exames de CGH array em pacientes com e sem

tracos dismorficos/sindromicos

Nos exames solicitados, divididos apenas em com ou sem tragos dismorficos ou
sindromicos marcantes, a porcentagem dos pacientes com dismorfias foi de 54,10% e o
restante, 45,90% dos pacientes ndo apresentavam nenhuma dessas caracteristicas, porém
os exames foram solicitados por outros motivos (Tabela 4). Quando o paciente nao
apresentava nenhuma dismorfia facial ou de membros marcante a maior porcentagem de
solicitacdo foi para o atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (55,35%), seguido de

dificuldade de aprendizado (50%), deficiéncia intelectual moderada (23,21%), autismo
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(21,42%), dificuldade motora (17,85%), deficiéncia intelectual leve (14,28%),
dificuldade na fala (12,5%), convulsdes (10,71%), deficiéncia intelectual severa

(8,92%) e hiperatividade (5,35%) e ataxia (3,57%) (Tabela 4).

Quando comparada indica¢des de exame de pacientes sem dismorfias (Tabela 4)
com as principais solicitacdes gerais (Tabela 1), porém ndo analisando nessa tabela a
porcentagem de dismorfias de membros e face, sdo muito parecidas as indicagdes dos
pacientes em ambas as tabelas. Nas duas as principais indicacdes foram atraso no
desenvolvimento neuropsicomotor e dificuldade de aprendizado e as ultimas indicacdes

convulsoes, deficiéncia intelectual severa, hiperatividade e ataxia, respectivamente.

6.5.1 Porcentagem de exames de CGH array alterados em pacientes com e sem

dismorfias

Calculou-se também a porcentagem de resultados nos exame de CGH array que
apresentaram microalteracdes cromossOmicas dentre os pacientes classificados pelos
médicos em com ou sem tragos dismorficos ou sindromicos marcantes de face e/ou
membros. No grupo de pacientes sem dismorfias a porcentagem foi de 14,28% (8 de 56
pacientes), j& no grupo com dismorfias (de face e/ou membros) o exame obteve
alteracdes em 43,93% (29 de 66). Em relacdo as alteracdes cromossdmicas encontradas
nos resultados alterados dos exames de CGH array, houve diferenca quanto ao tipo,
localizagdo e extensao de alteracdo encontrada entre esses pacientes (Tabela 5 e Tabela

6).

Os pacientes sem tracos dismorficos ou sindrdmicos marcantes, o nimero de
delecdes (n=5) foi muito superior ao nimero de duplicacdes (n=1), j4 nos pacientes
dismorficos a proporcdo entre delecdes e duplicagdes foi muito semelhante (13 e 14,
respectivamente. Estes dados sugerem que, nestes casos, delecdes ndo tendem a ser

mais deletérias que duplicacdes, ao contrario do que muitas vezes é suposto.

Entre os pacientes sem dismorfias 25% (2 de 8 pacientes) apresentaram
simultaneamente uma duplica¢do e uma delecdo contra 13,79% (4 de 29) deste tipo de

alteracdo em pacientes dismorficos. Com um numero de apenas 8 pacientes sem
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dismorfias com exame alterado esses resultados podem indicar uma tendéncia, porém

devem ser considerados com cautela.

Quanto ao tamanho das alteracdes cromossOmicas encontradas, o espectro em
pacientes dismorficos (39Kb a 37Mb) € maior do que nao dismoérficos (400Kb a
12,5Mb). A localizacao das alteragdes, a maioria foi intersticial para todos os pacientes,
porém, um terco das alteracdes em pacientes dismorficos foi terminal, enquanto para

pacientes nao dismorficos s6 uma alteracdo foi terminal (Tabela 5 e 6).

Mesmo ocorrendo essas diferencas nos resultados dos exames destes pacientes,
na literatura € recomendado que seja feito o exame de CGH array para todos os casos
de deficiécia intelectual e atraso no desenvolvimento, associados ou nio a dismorfias,
uma vez que O exame apresenta importantes contribuicdes na investigacdo genética
também em pacientes sem tragos marcantes (MANNING & HUDGINS, 2010;
SHOUKIER et al., 2013).

6.6 Principais achados clinicos em exames alterados de CGH array

Observa-se, na Tabela 2, que em seis cromossomos nao hd nenhum alteracao
encontrada, sendo eles os cromossomos 6, 10, 20, 21, 23 e Y, em contrapartida, sete
cromossomos apresentaram duas alteragdes: seis com uma duplicacdo e uma delecdo e
um somente com duas duplicacdes, nenhum apresentou mais de uma delecdo. J4 o
cromossomo 2 apresenta o maior nimero de alteracdes, seis das quarenta e quatro totais,
sendo trés delecdes e trés duplicagdes. A maioria das dele¢des (quatro) ocorreu no
cromossomo 1, sendo duas na mesma banda (1p36.23) e outra em uma regido muito

proxima (1p36.33), a quarta fica no outro braco cromossdmico (q), na banda 1g44.

A delecdo 1p36 no cromossomo 1 normalmente é menor do que a resolu¢ao que
poderia ser vista através de exame de cariétipo tradicional e € o tipico exemplo de uma
nova sindrome que vem sendo conhecida e descrita com aumento do uso do exame de
CGH array. Ocorre uma vez a cada cinco mil nascimentos vivos e as caracteristicas
associadas a essa condicdo sao deficiéncia intelectual, hipotonia, defeitos no coragio,
atraso no desenvolvimento, convulsdes, entre outros (GAJECKA, MACKAY, &
SHAFFER, 2007; KANG et al., 2007).
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O maior nimero de duplicacdes (trés) foi apresentado pelos cromossomos 2, 7 €
15. A maioria das alteracOes encontradas nos pacientes da amostra estudada foi
intersticial. Outros trabalhos realizados pela Dra. Carla Rosemberg também
encontraram mais alteracdes localizadas intersticialmente, e outro estudo sugere que as
anormalidades genéticas da deficiéncia intelectual e do atraso no desenvolvimento
sejam principalmente interticiais (LIANG et al., 2008; ROSENBERG et al., 2006).
Quanto ao tamanho das dele¢des e duplicacdes, estas variaram de 39Kb a 37Mb, uma
faixa de deteccdo e espeficidade que estd de acordo com a esperada para este exame

(LINHARES, SVARTMAN, & VALADARES, 2012).

Por ser um exame que faz uma andlise completa do genoma, seus achados estdao
permitindo compreender mecanismos ligados a doengas, novos genes e a descricdo de
novas sindromes que comecaram a correlacionar resultados de exames muito parecidos
com os fendtipos, na maioria das vezes parecidos, entre os pacientes. Isso é possivel
gragas a consultas realizadas em banco de dados como o0 OMIM, ISCA e DECIPHER.
Os resultados desta pesquisa apresentam cinco tipos diferentes de sindromes que foram
encontradas nesses locais de consulta, sendo que uma delas ocorre quatro vezes
(Sindromes de Prader-Willi/Angelman), trés delas ocorrem duas vezes (Sindrome
DiGeorge, Potocki-Lupski, Cri du Chat) e a outra apenas uma vez (Sindrome de
Jacobsen). Mais sindromes conhecidas (Prader-Willi/Angelman e 1p36) foram
encontradas em pacientes (n=2) que ndo autorizaram o uso dos dados através da

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

A Sindrome de Potocki-Lupski (OMIM 610883), que apareceu em dois
resultados deste estudo (em pacientes gémeos), caracteriza-se pela duplicacdo 17pl1.2 e
estd presente em aproximadamente 1 de cada 25 mil nascimentos. O tamanho mais
encontrado da duplicacdo (~3,7Mb) na literatura corrobora com os aqui encontrados
(ambas com 3,5Mb), bem como as caracteristicas que vem sendo associadas a ela, como
deficiéncia intelectual, dificuladade de aprendizado, hipotonia, dificuldades
comportamentais, dismorfias, autismo e problemas cardiacos (C. G. LEE, PARK, YIM,

& SOHN, 2012; POPOWSKI et al., 2012).

A Sindrome de Jacobsen (OMIM 147791), ocorre em uma maior propor¢ao no
sexo feminino, sendo estimada uma vez para cada cem mil nascimentos. Apesar da
sindrome estar associada a caracteristicas dismorficas, especialmente faciais, o paciente

da amostra estudada possuia essas caracteristicas de forma muito sutil, porém, outras
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caracteristica da sindrome como o atraso no desenvolvimento neurolégico e do
aprendizagem foram a indicacdo para o exame. Apesar da delecdo na regido 11q24.2 ser
a caracteristica da sindrome, muitos pacientes a possuem envolvendo a regido 11q23 e
os fenotipos normalmente variam de acordo com o tamanho da delecdo. O tamanho
tipicamente encontrado é de 7 a 20Mb, porém, neste estudo a delecdo possuia 6Mb,
podendo ser esta uma explicacdo para a auséncia de caracteristicas dismorficas, uma vez
que pode ndo ter envolvido regides com o(s) gene(s) responsdvel(eis) pelas dismorfias
mais marcantes (JOHNSON et al., 2013; MATTINA, PERROTTA, & GROSSFELD,
2009).

A Sindrome DiGeorge (OMIM 188400) caracterizada pela delecdo 22ql1.2
também apareceu em dois resultados da amostra. Pode ser conhecida também como
Sindrome Velocardiofacial (VCFS) e tem ocorrido uma vez em cada quatro mil
nascimentos. A sindrome apresenta muitos fendtipos clinicos como dismorfias
craniofaciais, malformacdes cardiacos, insuficiéncia velofaringea, déficit cognitivo e
dificuldade de aprendizagem, que também foram relatados nos pacientes deste estudo.
O tamanho das dele¢des aqui encontradas (2,5Mb e 2,43Mb) sdo os tamanhos que sdo
encontrado em 90% dos casos (~3Mb), sendo que o restante, cerca de 8%, sdo de

tamanho menor (1,5Mb) (MICHAELOVSKY et al., 2012).

A Sindrome de Cri du Chat (OMIM 123450), também chamada de Sindrome do
Miado do Gato, nio tem a sua incidéncia bem definida, variando de um em vinte mil
nascimento 2 um em cinquenta mil nascimentos. E uma dele¢io que ocorre no braco
curto do cromossomo 5, na regido 5pl5.1-5p15.3 O fendtipo do paciente pode
apresentar como ruidos semelhantes a “gritos de gato” (caracteristica marcante pela
qual a sindrome popularmente é chamada), microcefalia, dismorfias faciais, deficiéncia
intelectual e atraso no desenvolvimento psicomotor, corroborando com as indicacdes
feitas pelos médicos ao encaminhar os dois pacientes dessa pesquisa para o exame de
CGH array. Um diagndstico precoce de uma sindrome como essa permite intervengoes
pedagégicas e melhoras na qualidade de vida dos portadores e de suas familias

(KRISTOFFERSEN, 2008; PITUCH et al., 2010).

As Sindromes de Prader-Willi (OMIM 176270) e Angelman (OMIM 105830)
em 70% dos casos consiste na delecdo de um segmento do cromossomo 15, no
segmento 15q11-13, podendo ser de origem paterna e denominando-se Sindrome de

Prader-Willi ou materna, sendo entdo chamada de Sindrome de Angelman. Encontrou-
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se quatro resultados com essa alteragdo e, como uma das principais indicacdes clinicas
dos médicos para a solicitacdo de trés desses exames foi hipotonia, este um forte indicio
que a alteracdo encontrada poderia ser a de Prader-Willi, para estes casos (TRIFIRO et
al., 2003). Uma das dele¢des encontradas foi muito pequena no centro de imprinting
para Prader-Willi, sendo que a paciente havia sido previamente investigada para a

Sindrome P-W por FISH, com resultado negativo.

Houve outras alteracdes que apareceram mais de uma vez nos resultados (Tabela
2). A duplicacao 7q31.32-q33 foi encontrada duas vezes, com tamanhos de 12,5Mb e
13Mb. Embora em apenas um dos paciente apresentou caracteristicas dismorficas, os
dois pacientes possuiam atraso no desenvolvimento neuropsicomotor, dificuldade de
aprendizagem e deficiéncia intelectual leve. Possivelmente estes pacientes possam
servir de base para a descricdo de uma nova sindrome, uma vez que nao houve pacientes

com a mesma delecao descritos na literatura, somente envolvendo regides maiores.

Uma das alteragdes do cromossomo 7 estd no mesmo paciente que possuia uma
delecdo no cromossomo 9, regido p22.2-22.1. Na amostra estudada, todas as alteracdes
encontradas no cromossomo nove (em trés pacientes) envolveram mais de uma
alteracdo. Um paciente possui a0 mesmo tempo uma dele¢do no cromossomo 9 (9p24.3-
p21.3) e outra duplicagdo no cromossomo 18, na regido q21.32-q23. Algumas
caracteristicas fenotipicas dismorficas e problemas cardiacos sdo relatados na literatura,
envolvendo tanto duplicacdes como delecdes, encontradas na regido 9p (DI BARTOLO
et al., 2012). O ultimo caso envolvendo o cromossomo 9 € extremamente curioso e raro
na literatura. Trata-se de um paciente que possui a co-existéncia de duas alteracdes, uma
duplicacdo na regiao 9p24.3-p13.1 e uma delecdo na regido 9p24, nesse cromossomo.
Um artigo recente sobre delecdes e duplicagdes co-existindo no cromossomo 9 foi
publicado com a finalidade de investigar também os achados clinicos (KOWALCZYK
et al., 2013). Entre esses achados, a deficiéncia intelectual e anomalias craniofaciais sao
algumas caracteristicas do quadro que alteragdes na regido 9p pode gerar, corroborando

com as alteragdes do paciente.
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6.7 CGH array e Cariétipo

Com o advento das novas tecnologias superando cada vez mais as limitacdes de
resolucdo que o caridtipo possui, hd um questionamento que ji vem se instalando hi
algum tempo na comunidade médica e nos profissionais da saide que trabalham com
essa investigacdo genética como primeiro exame nos seus pacientes: o caridtipo
realmente é o exame que deve ser solicitado primeiro? E crescente, na literatura, o
nimero de repostas negativas a esse questionamento (AHN et al., 2010; KIRCHHOFF
et al., 2001; MILLER et al., 2010; PARK et al., 2011). No Brasil, onde a mio de obra,
mesmo especializada, ainda € relativamente barata e os equipamentos € insumos
necessarios as investigacdes moleculares mais sofisticadas sdo em sua grande maioria
importados o caridtipo ainda é o exame de primeira escolha, na avaliacdo dos casos

idiopéticos de distirbios do desenvolvimento.

Nesta pesquisa, 59 pacientes (48,36%) possuiam o exame de -caridtipo
convencional previamente ao de CGH array. Destes, 39 apresentaram caridtipos
normais € 20 caridtipos inconclusivos. Aproximadamente metade dos 37 exames de
CGH array alterados (54,05%, n=20), passaram pela investigacao do cariétipo (10 com
cariétipo normal e 10 com cariétipo inconclusivo). Os cariétipos inconclusivos foram
solicitados por apresentarem translocagdes aparentemente equilibradas em pacientes
dismoérficos, onde sempre hd suspeita de que no sitio de translocacdo possa haver
alguma microdelecio ou duplicacdo, ou por suscitarem dudvidas relacionadas a

resolucgdo.

A literatura relata que o CGH array, em casos de deficiéncia intelectual com ou
sem dismorfias detecta alteracdes provavelmente patogénicas em cerca de 20% dos
casos, enquanto o caridtipo apresenta resultados alterados em apenas metade (10%)
desse valor (VELTMAN, 2006). O cariétipo ainda apresenta a desvantagem, frente ao
CGH array de ndo apresentar com precisdo a regido genética afetada e os possiveis
genes envolvidos. Algumas vezes, mesmo realizando o caridtipo, outros exames
genéticos ou mesmo de imagem sdo solicitados antes do CGH array. Entre os exames
prévios realizados pelos pacientes, além do cariétipo outros como ressonancia
magnética (22,13%) e X-fragil (19,67%) sao requeridos, um percentual que se manteve

semelhante entre os resultados positivos.
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6.8 CGH array como primeiro exame

Com a realizacdo do exame de CGH array como primeiro exame na
investigacdo dos casos idiopdticos de distirbios do desenvolvimento possivelmente haja
uma economia financeira para a familia de muitos dos pacientes (SAGOO,

BUTTERWORTH, & SANDERSON, 2009).

A maior parte das alteracdes encontradas no caridtipo € detectada por CGH
array. Os pacientes da amostra estudada geralmente passaram muitos anos em busca de
um diagndstico a se julgar pelo fato de mais de 70% dos mesmos terem idade superior a
5 anos. Os custos emocionais, financeiros e sociais associados a procura desse
diagndstico provavelmente supera os custos de realizar o exame de CGH array. Na
amostra analisada, 30,32% dos pacientes finalmente terminaram a sua busca por
respostas. Estes dados provavelmente mostram um direcionamento clinico correto,

aumentando assim o indice de exames de CGH array alterados.

A opcdo pelo CGH array, além de diminuir a jornada diagndstica, € uma
importante ferramenta para o aconselhamento genético das familias, pois permite inferir
probabilidades de recorréncia, possibilitando planejamento familiar. Também serve para
antecipar os possiveis problemas a serem apresentados pelos pacientes, quando ha

relatos relacionados na literatura, possibilitando tratamentos preventivos.

Quase metade dos pacientes (46,15%) que apresentavam outros casos de
sindromes e retardos na familia tiveram o resultado alterado. Portanto, € sugerido
fortemente que em casos familiares de etiologia desconhecida o exame de CGH array

seja utilizado como uma importante e capacitada ferramenta nessa investigagao.

6.9 Novas plataformas

Este estudo analisou os resultados dos exames de CGH array do Laboratério de
Genética Humana Neurogene, que utilizou a plataforma Human Genome CGH
Microarray 44k ou 60K, produzida pela Agilent Technologies, contendo cerca de
44.000 a 60.000 oligonucleotideos distribuidos pelo genoma humano. A densidade e a
distribuicdo espacial das sondas sdo um dos principais fatores que influenciam a

aplicabilidade das plataformas para determinas investigacdes e exames.
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H4 toda uma geracdo de novas plataformas que além de apresentarem uma
densidade de oligonucleotideos muito maior (na ordem de milhdes), também
apresentam centenas de SNPs. Com isso, ha a possibilidade de reconhecer regides de
perda de homozigosidade e microdele¢des/duplicacdes de menos de 50Kb de forma
confidvel. Estas novas plataformas podem detectar uma série de alteracdes que nao

seriam detectadas pelas antigas plataformas.

Porém, somente o aumento da densidade das sondas nem sempre € a solugdo
mais eficaz e novas plataformas cada vez mais tendem a serem mais direcionadas para
determinadas investigacdes. Assim, os exames diagndsticos atuais, com freqiiéncia,
utilizardo plataformas especificas para a aplicabilidade para a qual ela se destina

(deficiéncia intelectual, cancer, etc.).

6. 10 Perspectivas

A opc¢ao pelo CGH array como primeiro teste a ser usado, em detrimento
especialmente do caridtipo tradicional, € consenso por muitos grupos de estudos que
investigam dismorfologias, malformacdes, defici€éncia intelectual idiopatico (com ou
sem tracos dismorficos ou sindrédmicos marcantes), atraso no desenvolvimento (com ou
sem tracos dismorficos ou sindrOmicos marcantes), autismo, entrem outros. (AHN et
al., 2010; ARADHYA, MANNING, SPLENDORE, & CHERRY, 2007; KIRCHHOFF
et al., 2001; MANNING & HUDGINS, 2010; MILLER et al., 2010; PARK et al., 2011;
WINCENT et al., 2011).

A tendéncia € que cada vez mais a comunidade médica indique o exame de CGH
array como primeira conduta na investigacdo genética. No estado de Santa Catarina, o
SUS disponibiliza 7 exames mensais de CGH array. Este estudo especifico para esse
estado se soma aos internacionais para destacar a importancia deste exame, junto a
projetos de satde publica, como um estimulo ao aumento no oferecimento do mesmo

através do SUS.
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7. CONCLUSOES

Na amostra estudada, foram encontrados 30,32% de resultados alterados nos
exames de CGH array, que contribuiram de forma efetiva para o diagndstico dos
pacientes. Desconsiderando os pacientes com resultado positivo que foram incluidos por
apresentarem caridtipo alterado, 24,10% dos exames de CGH array mostraram

alteracoes.

A principal indicagdo clinica de cada paciente (a morbidade principal de cada
paciente) que levou os médicos a solicitarem o exame de CGH array foi: deficiéncia
intelectual para 70,49% dos pacientes, ADNPM para 7,37% (em pacientes com menos

de 5 anos), Autismo e outros (22,13%).

Considerando as vdrias indicacdes clinicas, ou seja, todas as morbidades
apresentadas por cada paciente (geralmente duas ou mais por paciente) para realizar o
exame de CGH array em individuos ainda nao classificados em uma sindrome definida
foram: o atraso no desenvolvimento neuropsicomotor (81,15%), dificuldade de
aprendizado (72,95%) e as caracteristicas dismorficas (54,10% face e 26,23%

membros).

Observando os exames de CGH array alterados, a principal indicagdo clinica de
cada paciente (a morbidade principal de cada paciente) que levou os médicos a
solicitarem o exame de CGH array foi: deficiéncia intelectual para 70,27% dos
pacientes, ADNPM para 18,91% (em pacientes com menos de 5 anos), Autismo e

outros (10,81%).

Dentre as varias indicagdes clinicas (geralmente duas ou mais por paciente) dos
exames de CGH array alterados destacaram-se: deficiéncia intelectual leve (46,42%),
hiperatividade (46,15%), dismorfias de face (43,93%) e membros (43,75%) e
dificuldade motora (40,47%).

Houve diferengas nos resultados dos exames, onde pacientes em que ocorriam
tracos dismorficos ou sindromicos marcantes obtiveram um maior nimero de alteragdes

(43,93%) em relacdo aos sem dismorfias (14,28 %).

Dos 37 resultados alterados (delecdo e duplicagdo) de CGH array, as principais
alteracdes encontradas foram: 15q11.2-q13 (9,09%), 9p24.3(6,81%), 1p36 (6,81%),
S5pl5 (4,54%), 7q31.32-q33 (4,54%), 17p11.2 (4,54%), 22q11.21 (4,54%).



52

Este estudo mostrou um maior nimero de resultados de exame de CGH array

alterados (30,32%) quando comparados com a literatura internacional (15-20%).
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ANEXO 1

FICHA CLINICA DE PACIENTE ENCAMINHADO PARA CGH ARRAY

Faixa etdria do Paciente:

Sexo: () Masculino ( ) Feminino
Etnia:

Estatura:

Motivo do Encaminhamento:

Resultado Caridtipo () Normal

Resultado CGH array () Normal

Plataforma CGH array utilizada:

Presenca conhecida de outros casos na familia

Ataxia () Presente () Ausente

Niumero: [

() Alterado. Qual:

() Alterado. Qual:

( )44K () 60K

() Sim () Nao

Atraso no Desenvolvimento Neuropsicomotor (abaixo de 5 anos)

() Presente ( )Ausente

Autismo ( ) Presente () Ausente
Dificuldade de Aprendizado ( ) Sim (
Deficiéncia Intelectual ( ) Leve (
Dificuldade Motora ( ) Presente (
Convulsoes () Presente (
Freqiiéncia: (

) Nio

) Moderada () Severa
) Ausente

) Ausente

) Uma tnica vez ( )

Gravidade:




Dismorfias

) Presente

) Sutil

Face ( ) Ausente

Cabeca ( ) Ausente ) Presente

A~ A~ SN/

) Microcefalia

~

Membros ( ) Ausente ) Presente

Qual:

() Marcante

() Macrocefalia ( ) Outro

Maos () Ausente ) Presente

) Polidactilia

) Braquidactilia
) Sindactilia

) Outro

) Polidactilia
) Braquidactilia
) Sindactilia
) Outro

(
(
(
(
(
Pés () Ausente ( ) Presente
(
(
(
(
(

Cabelo () Ausente ) Presente

Qual:

Pele () Ausente ( ) Presente
Qual:

Outras Observacoes Importantes:
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PARECER 019/2013

NOME DO PROJETO: AVALIAGAO DA INDICAGAO, TAXA DIAGNOSTICA E APLICABILIDADE
DE EXAMES DE HIBRIDIZAGAO GENOMICA COMPARATIVA POR CHIPS DE
OLIGONUCLEQTIDEQS (CGH array) EM SANTA CATARINA

PESQUISADORA: Mayara Anselmi

CRIENTADORA: Angelica Francesca Maris

INSTITUICAO RESPONSAVEL: HIJG

DATA DO PARECER: 04/04/2013 REGISTRO NO CEP: 015/2013

GRUPO E AREA TEMATICA: Grupo Ill - 2.02

DOCUMENTOS SOLICITADOS SITUAGAD
1.FOLHA DE ROSTO 0K
2.PROJETO DE PESQUISA OK
3.CURRICULO DO PESQUISADOR OK
4.CARTA DE ENCAMINHAMENTO AO GEP 0K
5.TERMO DE COMPROMISSO ETICO OK
6.CONCORDANCIA DO SERVIGO OK
7. SUMARIO DO PROJETO DE PESQUISA OK
8. DECLARAGAO ASSINADA PELA DIREGAO DO HIJG oK
9. F(')BMULARIO DE AVALIAGAO ECONOMICO FINANCEIRA ISENTO
10.DECLARAGAO DE PUBLICAGAO £ ENTREGA DE RELATORIO FINAL oK
g OBJETIVOS

Geral: Relacionar os resultados obtidos nos exames de CGH array solicitados através do Laboratério
Neurog_éne, em pacientes indicados por médicos do Estado de Santa Catarina, no perfodo de 5 anos,
para verificar se ha padrdes distintos entre as diferentes indicagdes clinicas que levaram a solicitagéo

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
Bairre Agrondémica, Florianépolis, Santa Catarina
Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n” 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008.

e-mail: cephijg@saude.sc.gov.br
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(distirbios do desenvolvimento como dsficiéncia intelectual idiepatica e autismo) com resuitados
positivos ou negativos em exames de CGH array em pacientes cuja investigagao prévia por cariotipo
néao esclareceu a etiologia de sua condigéo.

Especificos:

- Utilizando dados de arquivo do Laboraiério Neurcgene, analisar os resultados obtidos pela
investigacée de pacientes através da técnica da hibridizagdo gendmica comparativa por arrays, GGH
array, nos aproximadamente 200 exames solicitados desde 2008 até dezembro de 2012 através do
referido laboratdrio, quanto a(s):

- Taxa de resuitados positivos, onde o CGH array revelou ou coniribuiu para a compreensao da
etiologia da patologia do paciente;

- Principais indicag0es clinicas que levaram aos médicos solicitarem o exame investigativo por CGH
array,

- Eventuais diferengas na taxa diagndstica entre pacientes com certas indicagoes clinicas com ou sem
tragos dismérficos ou sindrémicos marcantes;

- Tipo de alteragao encontrada;

- Comparar as taxas diagnésticas e Indicagdes feitas pelos médicos calarinenses com relatos da
literatura internacional (PUBMED), observar se a plataforma utilizada estd adequada para as diversas

indicagoes clinicas.

SUMARIO DO PROJETO

Trata-se de um estudo retrospectivo, cuja amostra se compde de aproximadamente 200 exames de
CGH afray, solicitados desde 2008 até dezembro de 2012, através do SUS, convénios médicos, como
UNIMED, ou particular, via o Laboratério Neurogene. As pesquisadoras entrardo em contato com os
médicos genetecistas efou neuropediatras verificando o interesse dos mesmos em participar da
pesquiéé {assinaram um TCLE). Esses médicos acionam o laboratério que executou os exames no
periodd‘ de 2008 a 2012. O laboratdrio passara diretamente os resultades dos exames aos médicos
solicitantes que, com base neles, responderdo ac questiondrio proposto apés pesquisar as
informagdes nos prontuérios. Os nomes dos pacientes nao serdo mencionados, mantendo assim a

confidencialidade e sigilo.

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
- Bairro Agrondmica, Floriandpolis, Santa Catarina
b Fone: (48) 32519092
Registro aprovado no CONEP, conforme Carta Circalar n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008.
R e-mail: cephije@saude.sc.gov.br
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JUSTIFICATIVA

Sendo o CGH array um método que possibilita uma andlise refinada de todo o genoma, sem
necessitar de hipétese diagnostica prévia, esta se tornou uma ferramenta de extremo interesse para a
investigagdo de casos idiopaticos (de causa desconhecida) de distirbios do desenvolvimento.
Considérando o seu valor clinico, o presente trabalho pretende investigar como o CGH array tem
auxiliado o diagnéstico e a identificagdo das bases moleculares de casos de autismo, deficidneia
mental idiopatica e atraso no desenvolvimento em Santa Catarina, e se a taxa diagnéstica nos
exames solicitados no Estado é semelhante ao relatado na literatura. Adicionalmente pretendemos
verificar se ha diferengas na taxa diagnéstica entre pacientes que apresentam tragos dismérficos e
aqueles que ndo apresentam dismorfologias marcantes. Critério importante para decidir quando pedir
este exame e com dados conclusivos a este respsiio na literatura internacicnal até entéo. Assim,
pretendemos que afravés desse estudo de avaliagdo da indicagdo clinica, taxa diagnéstica e
aplicabilidade do exame de CGH array, de alto custo no momento, e pessamos colaborar para a
intensificagio de pesquisas sobrs o tema e para que novas diretrizes de salde publica sejam

consideradas.

METODCLOGIA

1.DELINEAMENTO — Estudo transversal com coleta retrospectiva de dados.

2.CALGULO E TAMANHO DA AMOSTRA — Por possibilidade, dados de todos pacientes acs quais foi
solicitado o CGH array.

3.PARTICIPANTES DE GRUPOS ESPECIAIS — Menores de 18 anos, portadores de atraso mental.

4. RECRUTAMENTO - pacientes atendidos por geneticistas e / ou neuropediatras em diferentes
locais e que fizer o exame no Laboratério Neurogene.

5.CRITERIOS DE INCLUSAQ / EXCLUSAO — N#o explicitamente descritos.

6.PONI§J‘EHAQAO ENTRE RISCOS —~ BENEFICIOS — Sim, na justificativa de nao obtengdo do TCLE
7.USO DE PLACEBO - Néo

B.MONITOHAMENTO DA SEGURANGA DOS DABOS - Somente pessoas diretamente relacionadas
a pesquisa deverao ter acesso aos dados.

9.AVALIAGAO DOS DADOS — Adequada.

10.PRIVACIDADE E CONFIDENCIALIDADE — Adeguadas.

11, PREOCUPAGAO COM OS ASPECTOS ETICOS - SiM

12,CRONOGRAMA — Adequado.

CEP- HIJG - Rua Rui Barbosa, 152
. Bairro Agrondmica, Floriandpolis, Santa Catarina
7 Fore: (48) 32519092
Reglstro aprovado no CONEP, conforme Carta Circular n® 168 CONEP/CNS/MS de 07 de margo de 2005 ¢
renovado em 14 de fevereiro de 2008,

i e-mail: cephijp@saude.sc.gov.br




Pégina 4 de 4

13. PROTOCOLO DE PESQUISA — OK
14.,0RGAMENTO — Adequado.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO (TCLE) — Adequado*

No momento da realizagéo dos exames os pacientes / familiares assinaram um TCLE permitindo a

ulilizag&o dos resultados dos mesmos para pesquisa.
Os médicos participantes também assinardo um TCLE,

PARECER FINAL APROVADO

Informamos que o presente parecer foi analisado e aprovado em reunido deste comité, na data
de 02/05/2013.

- Conforme Resolugdo 196/92, capitulo ll.2.h, o pesquisador deve apresentar ac CEP relatdrios
periddicos sobre o andamento da pesquisa e relatéric final. No  site:
www.saude.sc.qov.br/hijg/CEP.him, esta disponibilizado modelo. Seu primeiro relatério esta
previsto para NOVEMBRO DE 2013 ou para quando do encerramento da pesquisa.

- Qualquer alteragao a este projeto de pesquisa aprovado devers ser comunicada ao CEPHIG.
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