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RESUMO

A aplicacdo de modernos conhecimentos sobre causa, efeito e métodos diagndsticos de doencas
genéticas para cuidados de saude € bastante complexa, especialmente no Brasil onde o sistema de
saude € predominantemente publico. A sindrome de delecdo 22q11.2 (S. Del 22q11.2) € a condi¢ao
geneticamente determinada mais comum em individuos com anomalias palatais, com prevaléncia de
1/4.000 nascimentos. Considerando esta prevaléncia, as caracteristicas do sistema de saide e da
atencdo em genética no Brasil, o principal objetivo deste estudo foi realizar estudo multicéntrico para
diagnéstico da S. Del 22q11.2 como modelo para otimizacdo de estratégias diagndsticas em genética
médica. Para isso, verificou-se a disponibilidade do diagndstico laboratorial da S. Del 22q11.2 em 11
servicos de genética de diferentes regides do pais, e este foi centralizado nos Laboratérios de
Citogenética Humana e Genética Molecular da FCM/UNICAMP por 30 meses. Foram estudados 100
pacientes (48M:52F) e as técnicas utilizadas foram FISH (Fluorescence in situ Hibridization) e
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Disponibilidade anterior e temporaria
do diagnéstico laboratorial de delecao em 22q11, vinculada a projetos de pesquisa, foi informada por
sete instituicdes, sendo detectada desigualdade regional. Microdelecdo em 22q11 foi identificada em
35% dos pacientes e aberracdes cromossomicas nao envolvendo a regido 22ql1 foram detectadas em
trés casos, obtendo-se conclusdo diagnostica em 38% dos casos. Encontrou-se diferencga
estatisticamente significativa para alguns sinais clinicos apresentados entre os pacientes com e sem
delecdo. As técnicas de FISH e MLPA mostraram 100% de sensibilidade e especificidade.
Considerando a infraestrutura necesséria e a adaptacdo da técnica de FISH, que permitiu reduzir a
quantidade de sonda utilizada, esta foi eficaz, mais econdmica e mais rdpida em comparagdo a
MLPA. A investigacdo centralizada mostrou-se vantajosa. Aponta-se o modelo estabelecido como
uma estratégia importante e factivel para o Brasil. Os resultados deste estudo propiciaram reflexdes
que culminaram em sugestdes para o incremento desta abordagem para esta e outras condigdes

geneticamente determinadas em nosso pais.
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ABSTRACT

The introduction of new technologies of molecular diagnosis for health care has been a challenge in
the last years, especially in Brazil, where the majority of the population is served by the public health
system. The 22q11.1 deletion syndrome is the most common syndrome that has palatal anomalies as
a major feature, with a prevalence of 1/4000 births. Considering this prevalence, the Brazilian health
system characteristics and the current situation of medical and clinical genetic services in the
country, the main aim of this study was to conduct a multicenter study for 22q11.2 deletion diagnosis
as a model for the optimization of diagnostic strategies in medical genetics. We investigated the
access to laboratorial diagnosis of 22ql11.2 deletion at 11 genetic services and centralized this
diagnosis for 100 patients with palatal abnormalities and suspicion of 22q11.2 deletion syndrome,
referred from these centers during 30 months, at the Cytogenetics and Molecular biology laboratories
of the FCM/UNICAMP. To detect 22ql11 deletions FISH (Fluorescence in situ Hibridization) and
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) techniques were used. Previous and
temporary availability for the diagnosis of 22ql1 deletion, associated with research projects, was
informed by seven centers, with remarkable geographic disparities. We detected 22q11 deletion in
35% of the patients, and chromosome abnormalities not related to 22q11 region in three patients;
thus we reached diagnostic conclusion in 38% of the cases. There was significant difference between
some clinical signs found in patients with or without 22q11 deletion. There was 100% of sensibility
and specificity for both MLPA and FISH techniques. Considering the required infrastructure and the
modifications in the FISH (allowing to reduce probe quantity), this technique was efficient, more
economical and faster than MLPA. Centralizing the laboratorial diagnosis was considered
advantageous, pointing to this model as an important and feasible strategy for genetic diagnosis in
Brazil. These results allowed to suggestions for the improvement of laboratorial diagnosis of this and

other genetic conditions in our country.
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1. Introducao

Incorporar os avangos de conhecimento e tecnologia para a pratica de saide € um dos grandes
desafios da drea de Genética Médica. No caso do Brasil, em que o sistema de saide € de
financiamento eminentemente publico, esta incorporacdo tecnoldgica € bastante complexa. Apesar
de ha quase uma década o grupo de malformagdes congénitas e anomalias cromossdmicas ocupar o
segundo lugar entre as causas de mortalidade infantil [1] e da criacdo de um campo para registro de
defeitos congénitos na Declaragdo de Nascidos Vivos em 1999, os dados sdo escassos € ndo
contribuem, efetivamente, para o reconhecimento da importancia epidemiolégica das doencas

genéticas e defeitos congénitos, limitando o planejamento de politicas especificas.

Apesar disso, medidas governamentais isoladas de apoio ao diagndstico e tratamento de
doencgas genéticas no Brasil existem héd vérios anos. Por exemplo, o Programa de Diagndstico
Precoce do Hipotiroidismo [2], normatizada com a instituicdo do Programa de Triagem Neonatal [3]
e a inclusdo dos exames de cariétipo na Tabela Unificada de Procedimentos, Medicamentos, Orteses,

Proteses e Materiais Especiais do Sistema Unico de Saide (SUS) [4].

Em 1993, foram incluidos na Tabela do Sistema de Informag¢des Hospitalares procedimentos
de correcdo de fissuras labiopalatais e implantes dentdrios osseointegrados e, em 1994, foram
estabelecidas normas para credenciamento de servicos nestas dreas. Estas iniciativas culminaram, em
1998, na criacdo da Rede de Referéncia no Tratamento de Deformidades Craniofaciais (RRTDCF)

[5,6,7].

A prevaléncia de fendas labiopalatais, ou fendas orofaciais tipicas (FOTs), é de 1:600-1.000
recém-nascidos [8]. De modo geral, os casos de fenda palatal (FP) sdo mais associados a outras

anomalias que os casos de fenda labiopalatal (FLP), assumindo-se que as frequéncias sejam de
29



aproximadamente 50% e 30%, respectivamente. Entre os casos ndo isolados, aproximadamente 50%
sdo de anomalias congénitas multiplas sem diagndstico especifico, enquanto o restante corresponde a
casos sindromicos, de etiologia cromossOmica ou génica [8]. Neste grupo, a Sindrome de dele¢do
22q11.2 (S. Del 22q11.2), também conhecida como Sindrome Velocardiofacial (SVCF), é a mais

comum associada a FP e possui incidéncia de aproximadamente 1/4000 nascimentos [9].

Além da considerdvel prevaléncia, a presenca de co-morbidades e a necessidade de
tratamento multiprofissional prolongado levou a Organizacdo Mundial de Satide (OMS) a considerar
as FOTs um problema de saude publica, publicando o documento Global Strategies to Reduce the

Health-care Burden of Craniofacial Anomalies [10].

A discussdo formal sobre o estabelecimento de uma politica publica de satide em genética no
Brasil foi iniciada em outubro de 2004, com a institui¢do do Grupo de Trabalho de Genética Clinica
[11] e resultou, quatro anos depois, na publicacdo da Politica Nacional de Atencdo Integral em

Genética Clinica [12], ainda ndo regulamentada.

Dentro deste contexto, em 2003, foi iniciado o Projeto Cranio-Face Brasil (PCFB), sediado
no Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP e
coordenado pela Profa. Dra. Vera Licia Gil da Silva Lopes. Com o objetivo de melhorar a atengao
em saide para portadores de anomalias craniofaciais e com proposta multicéntrica e
multiprofissional, este projeto conta, atualmente, com a participagdo ativa e regular de trés servigcos
da RRTDCEF e cinco servigos de genética, além de cooperacdes individuais, nas suas trés linhas de

atuacdo: saude publica, investigacdo de doencas especificas e educagdo.

Uma das iniciativas deste projeto foi realizar a primeira investigacdo da atengdo a saide em

genética oferecida na RRTDCF. Entre 25 centros credenciados a RRTDCF, apenas 13 referiam ter
30



médico geneticista € 15 mencionaram a necessidade de encaminhar pacientes a outros servi¢os para
uma avaliacdo genética completa (principalmente andlise citogenética e molecular). Este dado
corrobora que o acesso ao atendimento do especialista em genética clinica e a realizacdo de exames

complementares especializados é, de modo geral, aquém do necessario [13, 14, 15].

Para uma rede funcional e economicamente viavel, as analises laboratoriais mais
especializadas poderiam ser oferecidas por poucos centros de exceléncia. Uma rede laboratorial
basica e de suporte, assim como a formalizacdo da referéncia, seriam importantes para a melhoria do

atendimento em genética no pais [13].

Em 2006, o Projeto Cranio-face Brasil foi contemplado no primeiro Edital para Pesquisa em
Genética Clinica no Sistema Unico de Sadde (Edital MCT/ CNPg/ MS-SCTIE-DECIT 21/2006),
com a “Proposta para a Insercio da Genética Clinica na Atencdo a Portadores de Anomalias
Craniofaciais no Sistema Unico de Saide” que permitiu, entre outras coisas, a adequagdo da estrutura
do Laboratério de Citogenética Humana da FCM/ UNICAMP para a realizacdo de exames de

citogenética especializados para os centros participantes do PCFB.

Assim, o presente trabalho, idealizado neste periodo de readequagdo laboratorial e
planejamento de implantacdo de centros de referéncia em genética laboratorial no sistema publico de
saude, pretende contribuir para a discussio de estratégias diagnésticas e para formalizagdo de centros
de referéncia em investigacdo citogenética molecular de sindromes comuns, utilizando a Sindrome

de delecdo 22q11.2 como modelo.
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2. Revisao da literatura
2.1. Aspectos do acesso aos servicos de satide no Brasil

O sistema de saude brasileiro tem trés subsetores: o subsetor publico, no qual os servigos sdo
financiados e providos pelo Estado nos niveis federal, estadual e municipal; o subsetor privado, no
qual os servigos sdo financiados de diversas maneiras com recursos publicos ou privados; e, por
ultimo, o subsetor de saide suplementar, com diferentes tipos de planos privados de saude e de
apolices de seguro, além de subsidios fiscais. Os componentes publico e privado do sistema sdo
distintos, mas estdo interconectados, e as pessoas podem utilizar os servicos de todos os trés

subsetores, dependendo da facilidade de acesso ou de sua capacidade de pagamento [16, 17].

Desde 1988, o Brasil tem estabelecido um sistema de satide dinAmico e complexo, o Sistema
Unico de Satide — SUS [18], baseado nos principios da satide como direito do cidaddo e dever do
Estado. O SUS tem o objetivo de prover uma atencdo abrangente e universal, preventiva e curativa,
por meio da gestdo e prestacdo descentralizadas de servigos de satide, promovendo a participacdo da

comunidade em todos os niveis de governo [16].

O acesso aos servicos de saude no Brasil melhorou consideravelmente apds a criacao do SUS.
Em 1981, antes da criacdo do SUS, 8% da populacio (9,2 milhdes de pessoas) afirmava ter usado
servico de saide nos ultimos trinta dias, enquanto em 2008, 14,2% da populag¢do (26.866.869
pessoas) relatavam uso de servigos de satde nos ultimos quinze dias, 0 que representa um aumento
de 174% no uso de servigos de saude, em geral. O nimero de pessoas que busca a atencdo bdsica
aumentou cerca de 450% entre 1981 e 2008. Entretanto, ainda existem imensas desigualdades

geogréficas e sociais no acesso aos servicos de saude no Brasil [16, 19].
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O estudo de Travassos e colaboradores (2006) [19] reafirmou que o acesso aos servigos de
saude no pais € fortemente influenciado pela condicio social das pessoas e pelo local onde residem.
Este estudo comparou o padrdo das desigualdades geogréficas e sociais no acesso aos servigos de
saude nos anos de 1998 e 2003, usando os dados da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilios
(PNAD). Foi demonstrado que, apesar de terem diminuido, as desigualdades sociais no acesso
permaneceram presentes no periodo estudado, tanto nas criancas como nos adultos. No geral,
verificou-se que a renda influenciou mais o acesso do que a escolaridade. Em particular, a renda

mostrou-se fator importante no acesso aos servicos de saide das criangas.

Quanto as desigualdades regionais, observou-se que os residentes nas regides Sudeste e Sul
tiveram maior acesso do que os residentes nas outras regides. Entre 1998 e 2003, houve melhora no
acesso em todas as regides, com excecdo da regido Norte. No entanto, contrariamente a diminui¢ao
das desigualdades sociais no acesso, as desigualdades geograficas pioraram no periodo de estudo. O
diferencial no acesso entre os residentes das regides Norte e Nordeste e os residentes das regides

Sudeste e Sul aumentou, isto €, a melhora observada no acesso foi maior nas regides mais

desenvolvidas [19].

A implementacdo do SUS comecou em 1990, quando foi aprovada a Lei Organica da Saude
(Lei 8.080/90), que especificava as atribuicdes e a organizacdo do SUS. A partir de entdo, vérias
iniciativas foram tomadas, como a criacdo do Programa de Saidde da Familia (PSF), o programa
nacional de controle e prevengcdao de HIV/AIDS, a criacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (ANVISA), o estabelecimento da Agéncia Nacional de Saide Suplementar (ANS), entre

outros. Assim, o SUS conseguiu melhorar amplamente o acesso a atengdo bésica e de emergéncia,
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ampliar a cobertura de vacinagdo e assisténcia pré-natal e investir fortemente na expansdao dos

recursos humanos e de tecnologia [16, 17].

Concomitantemente ao desenvolvimento de normas legais que garantiram e orientaram a
gestdo, a operacionalizacdo e o financiamento do Sistema Unico de Satde (SUS) no Brasil, o mundo
passou por um avanco inédito na drea da genética humana. Esse avango abriu novos espagos para a
aplicacdo da genética na drea da saude, revolucionando o conhecimento sobre causa e efeito das

doencas e métodos de diagndstico e criando novas possibilidades de terapias [20].

2.2. Genética humana e médica no Brasil

Artigos publicados por autores brasileiros na drea de genética humana ja eram encontrados na
literatura cientifica entre os anos 20 e o final dos anos 40, geralmente relatando a distribui¢do de
grupos sanguineos e frequéncia de traco falciforme em amostras populacionais. Entretanto, estes
primeiros trabalhos ndo tiveram impacto cientifico relevante, mesmo em nosso pais. Os trabalhos de
pesquisadores brasileiros em genética humana comecaram a ganhar notoriedade nos anos 50, tendo o
seu apogeu entre os anos 60 e 80. Considerando os critérios de qualidade e quantidade de artigos
publicados, o Brasil inclufa-se entre os cinco paises mais produtivos em pesquisas em genética

humana naquela época, ficando abaixo apenas dos Estados Unidos e da Inglaterra [21].

Atualmente o Brasil apresenta importantes grupos de pesquisa em genética humana, tendo
uma producio cientifica relevante na drea. Em uma busca utilizando os termos “human genetics and
Brazil” no banco de dados Pubmed s@o encontrados 5.315 artigos publicados, sendo 497 publicados

no ultimo ano [22]. No diretério de grupos de pesquisa do Conselho Nacional de Desenvolvimento

34



Cientifico e Tecnolégico (CNPq), utilizando o termo genética humana como parte do nome do grupo
ou como nome ou palavra chave de linhas de pesquisa dos grupos, encontra-se 79 grupos
cadastrados. Utilizando o termo genética médica encontra-se 28 grupos [23]. Provavelmente estes
nimeros estdo subestimados devido a falha na identificacdo de grupos que ndo possuem estes termos
no nome ou em sua linha de pesquisa, mas que atuam na drea, e a presenca de grupos no pais, ainda

nao cadastrados.

A profissdo de genética médica no Brasil comegou a ser definida nos anos 60 e 70, com o
trabalho de geneticistas humanos e médicos de diferentes especialidades treinados em genética
médica. Estes fundaram, em 1986, a Sociedade Brasileira de Genética Clinica (SBGC - atual
Sociedade Brasileira de Genética Médica — SBGM), com o objetivo de filiar-se a Associacdo Médica
Brasileira (AMB). Entretanto, a despeito do notdvel desenvolvimento em genética humana e médica
em algumas universidades brasileiras, existem poucas institui¢des académicas no pais que possuam
departamentos de genética médica ou divisdes similares, ou que pelo menos tenham introduzido
cursos especificos de genética médica na grade curricular dos cursos de medicina [21, 24], limitando
o entendimento e comprometendo a responsabilidade dos profissionais da saide no manejo de

doencgas genéticas.

Ainda com relacdo ao ensino de genética médica, o Brasil conta com apenas sete programas
de residéncia em genética médica acreditados pela Comissdo Nacional de Residéncia Médica
(CNRM), todos nas regides sul ou sudeste do pais [25]. Mais recentemente, este nimero aumentou
para onze (SBGM, comunicacdo pessoal). Desde 1983, o Conselho Federal de Medicina incluiu a
genética clinica como uma especialidade médica reconhecida e, em 1987, a SBGC, atualmente

SBGM, foi incluida como uma sociedade independente dentro da AMB. O reconhecimento completo
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da genética clinica como uma especialidade consolidada foi obtido em 2002, com a sua inclusdo na
lista das 50 especialidades totalmente aprovadas por uma comissdo nacional com representantes da

AMB, CNRM e Conselho Federal de Medicina (CEM) [24].

A SBGM concede o certificado de especialista em genética médica por meio de concursos
anuais para a sua obtencdo. O primeiro concurso para obtengdo do titulo foi oferecido em 1993 e,

desde entdo, 156 certificados foram concedidos [26].

Quanto ao atendimento em genética clinica, um levantamento realizado para avaliar a
distribuicdo dos servicos no pais revelou a existéncia de 64 servicos de genética, 58% no Sudeste
(75% destes no estado de Sao Paulo), 26% no Sul, 11% no Nordeste e 5% no Centro-oeste. Nenhum
foi registrado na regido Norte. Entre 54 instituicdes médicas com atendimento em genética clinica,
58% eram publicas e 42%, privadas. Avaliacdo clinico-dismorfolégica, exame de caritipo e
aconselhamento genético eram as principais atividades exercidas, enquanto apenas poucas unidades
eram equipadas para andlise cromossOmica de alta resolucdo, hibridacdo in situ com fluorescéncia
(FISH) ou analises de DNA. Além disso, alguns hospitais especializados ofereciam atendimento em

genética para condicdes genéticas especificas, como anomalias esqueléticas ou craniofaciais [24].

Outro estudo realizado em 2006, a partir de listagem de servigos de genética no Brasil,
cadastros de professores de genética de cursos de medicina e relacio de membros da SBGM e da
Sociedade Brasileira de Genética (SBG), identificou 60 servicos no pais, assim distribuidos: 33
institui¢cdes com atendimento clinico e presenca de laboratério, principalmente de citogenética; 15
institui¢cdes com atendimento clinico sem laboratério de genética; oito institui¢des com laboratério
em genética humana ndo vinculado a atendimento clinico; quatro instituicdes de ensino em genética,

sem servigo clinico ou laboratorial [13].
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Este mesmo estudo apontou que os principais problemas encontrados nos servigos de
genética eram a dificuldade de acesso aos servicos, dificuldade de referéncia e contra-referéncia,
concentracdo dos servicos nas capitais e em grandes dreas urbanas, pacientes com defeitos
congénitos internados em unidades sem geneticista e tipo de vinculagcdo dos servicos de genética
clinica. Neste contexto, estes autores concluiram que acdes para o estabelecimento de politica em
genética clinica deveriam ser deflagradas, preferencialmente sob a coordenacdo de grupo técnico
vinculado ao Ministério da Sadde, tendo como objetivo organizar rede clinico-laboratorial na

especialidade [13].

Sensivel as reivindicacdes de geneticistas médicos e de associagdes de familiares e de pessoas
afetadas por doengas genéticas, o Ministério da Satde publicou em 2004 uma portaria instituindo um
grupo de trabalho de genética clinica [11], o que culminou na publicacdo, em 2009, da portaria 81

[12], que instituiu, no ambito do SUS, a Politica Nacional de Aten¢do Integral em Genética Clinica.

Os objetivos da Politica Nacional de Atengdo Integral em Genética Clinica sdo: I - Organizar
uma linha de cuidados integrais (promogao, prevenc¢do, tratamento e reabilitacdo) que perpasse todos
os niveis de atencdo, promovendo, dessa forma, a atencdo por intermédio de equipe
multiprofissional, com atuacdo interdisciplinar; II - possibilitar a identificacdo dos determinantes e
condicionantes dos principais problemas de satde relacionados a anomalias congénitas e doencas
geneticamente determinadas, de forma a fornecer subsidios para a elaboracdo de agdes e politicas
publicas no setor, sem prejuizo da participacao social; III - definir critérios técnicos minimos para o
funcionamento, o monitoramento e a avaliacdo dos servicos que realizam os procedimentos e
técnicas em genética clinica; IV - incentivar a realizacdo de pesquisas e projetos estratégicos

destinados ao estudo de custo-efetividade, eficicia e qualidade e incorporagdo de tecnologias na drea
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de genética clinica; e V - qualificar a assisténcia e promover a educacdo permanente dos
profissionais de saide envolvidos com a implantacdo e a implementacdo da Politica de Atencdo
Integral em Genética Clinica, em conformidade com os principios da integralidade e da Politica

Nacional de Humanizacao (PNH) [12].

Passados mais de dois anos de sua publicacdo, a Politica Nacional de Aten¢do Integral em
Genética Clinica ainda ndo foi implementada. Em um trabalho que abordou as dificuldades de inserir
a genética médica como parte do Sistema Unico de Satdde (SUS) no Brasil, apontou-se como
problemas estratégicos para a implementacdo desta politica, cujo pilar central seria o aconselhamento
genético, a falta de programas de formacdo em aconselhamento genético, o desconhecimento acerca
de quantos profissionais existem para prestar esse aconselhamento e o provdvel baixo numero de
profissionais disponiveis. Assim, seria desejavel uma atuacdo conjunta dos Ministérios da Satde e da
Educag@o para ampliar a educa¢do em genética e a formacdo em aconselhamento genético para todas
as profissdes no campo da saide. De acordo com os mesmos autores, seria essencial a inclusdo da
genética em programas como o de Saide da Familia, que permitiria um mapeamento da incidéncia
das doencgas genéticas no pais e a implementacdao de aconselhamento genético, apesar do grande

territorio e da heterogeneidade populacional do Brasil [20].

2.3. Anomalias craniofaciais e o Projeto Cranio-Face Brasil

Entre os defeitos congénitos, as anomalias craniofaciais constituem um grupo diverso e
complexo. A denominacdo genérica de anomalias craniofaciais inclui anomalias isoladas e multiplas
de etiologia genética ou ndo. Costumeiramente, refere-se a situacdo em que os arcabougos craniano e

(ou) facial apresentam alteragdes de contorno [27].
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A prevaléncia das anomalias craniofaciais varia de acordo com a regido geogréfica e grupo
étnico considerado. Indubitavelmente, as FOTs constituem os exemplos mais frequentes, entre elas
as mais comuns sdo as FLPs e as FPs. Dados sobre as anomalias craniofaciais na populagdo
brasileira sdo escassos e dispersos. A principal e mais abrangente fonte provém do Estudo
Colaborativo Latino-Americano de Malformagdes Congénitas (ECLAMC), que realiza vigilancia
epidemioldgica dessas condi¢cdes em maternidades voluntarias [27]. Com relag@o as FOTs, no Brasil,
segundo dados do ECLAMC, a incidéncia de fendas labiopalatais ¢ de 1/1000 nascimentos e de

fendas palatais de 0,4/1000 nascimentos [28].

Estudos sobre oferta, qualidade e caracteristicas organizacionais de servicos de ACF no
mundo tiveram inicio na década de 80 [29, 30, 31, 32]. Reconhecendo a necessidade de potencializar
esforgos e estabelecer necessidades prioritdrias, consensos globais e protocolos comuns de pesquisa
nesta drea, a Organiza¢do Mundial de Saide (OMS) langou, no ano 2000, o projeto Global Strategies
to Reduce the Health—care Burden of Craniofacial Anomalies [10], destacando-se, entre outros
aspectos, a necessidade de identificacdo e disseminacdo de estratégias para aumentar a

disponibilidade de assisténcia a todos os cidaddos e o incremento da sua qualidade [10].

O Brasil conta hoje com centros de exceléncia no tratamento de ACF, sendo o Hospital de
Reabilitacio de Anomalias Craniofaciais da USP reconhecido como referéncia mundial pela OMS
[14]. A partir da década de 1990, mediante o processo de implantagio do Sistema Unico de Saiide
(SUS), foram dados os primeiros passos para a efetiva inclus@o da assisténcia aos portadores de ACF

na pauta das politicas publicas de saide.

Os principais marcos cronoldgicos desse processo sdo: 1993: inclusdo de procedimentos de

correcdo de FOTs e implante dentdrio osseointegrado na Tabela do Sistema de Informagdes
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Hospitalares; 1994: estabelecimento de normas para credenciamento de servi¢os nas areas FOTs e
implante dentdrio osseointegrado; 1998: criacio da Rede de Referéncia no Tratamento de
Deformidades Craniofaciais (RRTDCF) e 1999: inclusao de implante coclear na RRTDCF e

estabelecimento de normas para credenciamento de servicos nesta area [5, 6, 7, 33].

o

A criacdo da RRTDCF constituiu a primeira medida concreta de ordenacdo da atencdo

saude de portadores de ACF no SUS. Sua normalizacdo especifica, gestdo, gerenciamento e

([N

financiamento, sdo responsabilidades do Ministério da Sadde [7]. Atualmente, a RRTDCF
composta de servigos que realizam tratamento de portadores de FOTs, implante dentario e (ou)
implante coclear. Esta rede compreende 29 centros de atendimento com a seguinte distribui¢do

regional: um no norte, quatro no nordeste, dois no centro-oeste, 16 no sudeste e seis no sul do Pais

[7].

O Projeto Cranio-Face Brasil (PCFB) foi concebido e lancado no ano 2003 pelo
Departamento de Genética Médica da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp, tendo, como
objetivo principal, a proposicdo de medidas de melhoria da aten¢do a saude de pessoas com ACF no
pais e tem, como diretriz geral, a adesdo voluntdria dos servicos [14]. Suas estratégias sao baseadas
nos principios de genética comunitéria e nas diretrizes propostas pela Organizacdo Mundial de Satde

(OMS) para atendimento de portadores de ACF [10].

Entre os resultados obtidos pelo PCFB, destacam-se a descri¢do das caracteristicas gerais da
atencdo aos portadores dessas anomalias congénitas no Pais, por meio da avaliacdo da Rede de
Referéncia no Tratamento de Deformidades Craniofaciais do Sistema Unico de Saide (RRTDCF), a

caracteriza¢do do atendimento prestado por servicos de satde ndo integrantes da RRTDCEF, além de
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aspectos nutricionais e fonoaudiolégicos de portadores de FOT e outras ACF no municipio de

Campinas-SP [14, 27, 34, 35, 36].

De acordo com os estudos mencionados, foram identificados problemas relacionados a
desigualdades regionais, imprecisdo da clientela assistida, falta de integracdo entre os centros
especializados e destes com os demais niveis de aten¢d@o a saude, alta demanda por avaliacao clinica,
exames laboratoriais e aconselhamento genético, inadequagdo dos centros especializados aos
parametros internacionais vigentes para servigos de ACF, destacando-se, entre estes, a auséncia de
geneticistas clinicos nas equipes, formacdo deficiente em genética dos profissionais de saide em
geral e despreparo dos profissionais da atengdo bdsica e maternidades para atendimento as

necessidades de sadde de portadores de ACF.

Um estudo especifico do PCFB, que avaliou a insercdo da genética clinica na RRTDCF,
encontrou que entre 25 centros credenciados a RRTDCEF, apenas 13 possuem geneticista clinico e 15
mencionaram a necessidade de encaminhar pacientes a outros servicos para uma avaliacdo genética
completa (principalmente andlise citogenética e molecular) [14]. Considerando a prevaléncia das

FOTs, este constitui o principal grupo de anomalias craniofaciais atendidos nesses centros.

2

E importante a distincdo entre FOTs isoladas e ndo isoladas que, por sua vez, podem ter ou
ndo um diagndstico sindromico especifico. Essa distincdo tem implicacdo significativa para
determinar condutas e risco de recorréncia para os pacientes e suas familias. Além disso, o sucesso
do diagnéstico etioldgico depende de um exame clinico acurado [8, 37]. Entre os casos ndo
isolados, aproximadamente 50% sdo casos de anomalias congénitas miultiplas (ACM) sem

diagnéstico especifico, enquanto o restante corresponde a casos sindromicos ou sequéncias. Sao
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conhecidas hoje mais de 400 sindromes que apresentam FOTs como uma das caracteristicas

fenotipicas, e essas podem ser de etiologia cromossomica ou gé€nica [38, 39].

Entre as sindromes de etiologia cromossdmica, destaca-se a Sindrome de delecdo 22q11.2,
também conhecida como Sindrome Velocardiofacial, que é a sindrome mais comum associada a

fenda palatal.

2.4. Sindrome de delecao 22q11.2

A microdele¢dao em 22ql1 € a causa das Sindromes de DiGeorge, Velocardiofacial (SVCF) e
Conotruncal anomaly face. Antes da identificacdo da delecio em 22qll, essas sindromes eram
consideradas condi¢des distintas, mas atualmente sabe-se que essas condi¢des representam a
expressividade varidvel de um mesmo defeito genético. Com incidéncia de 1/4000 a 1/5000

nascimentos, a delecdo em 22q11 € a mais comum entre as sindromes de microdele¢do [40].

As principais caracteristicas clinicas dessa condicdo sdo distirbios cardiacos congénitos
(principalmente defeitos conotruncais), aparéncia facial tipica, anomalias palatais (principalmente
insuficiéncia velofaringea), hipocalcemia, deficiéncia imunoldgica, dificuldade de aprendizado e
atraso no desenvolvimento [41]. Outras caracteristicas de menor ocorréncia sdo disfagia grave,
deficiéncia do hormdnio de crescimento, doengas autoimunes, perda auditiva, anomalias
esqueléticas, anomalias renais e urogenitais, alteracdes oftalmoldgicas e anomalias gastrointestinais
[42, 43]. Entretanto, hd uma grande variabilidade fenotipica inter e intra-familial, mais de 180 sinais
clinicos diferentes ja foram associados a sindrome de delecio 22qll1.2, ndo existindo uma

caracteristica clinica unica ou um grupo de caracteristicas clinicas que estd presente em todos os
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individuos afetados [44]. A frequéncia das principais caracteristicas clinicas encontradas esta descrita
na Tabela 1. Estes dados foram extraidos de um estudo que incluiu 906 pacientes com S. Del

22q11.2 [45].

Tabela 1: Frequéncia dos principais sinais clinicos encontrados na S. Del 22q11.2.

Sinais clinicos Frequéncia
Anomalias palatais 71%
Insuficiéncia velofaringea 42%
FP 11%
FP submucosa 16%
FLP 2%
Cardiopatia congénita 77%
Defeito de septo interventricular 21%
Defeitos conotruncais/ Tetralogia de Fallot 20%
Hipoacusia condutiva 31%
Hipoacusia neurossensorial 2%
Alteracdes oftalmoldgicas 49%
Alteragdes imunoldgicas 77%
Anomalias renais 36%
Disttirbios de comportamento/ psiquidtricos 54%

FP: fenda palatal; FLP: fenda labiopalatal.
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A regido onde ocorrem as delecdes 22q11 € flanqueada por sequéncias repetidas com poucas

copias (Low Copy Repeats, LCRs), sendo que o pareamento desigual na meiose entre essas

sequéncias com alta homologia resulta em dele¢des com pontos de quebra recorrentes (Figura 1).

Entre os individuos com dele¢do em 22ql1, cerca de 85% apresentam delecao de 3 Mb, 7% delecdo

de 1,5 Mb e o restante apresenta delecdes atipicas na mesma regido [46].
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Figura 1: Representacdo da regido 22q11.2, mostrando a localizagdo das LCRs e frequéncia de diferentes

delecdes mediadas pelas LCRs. Fonte: Adaptado de Emanuel 2008 [46].

A porcentagem de pacientes com caracteristicas clinicas da Sindrome de delecido 22q11.2 que

possuem microdele¢ao em 22q11 € muito varidvel nos diferentes trabalhos realizados, sendo de 10%

a 90% (Tabela 2) [47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]. Isto se deve aos diferentes critérios de inclusdo

adotados nos estudos e a grande heterogeneidade clinica da Sindrome de delecdo 22q11.2.
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Tabela 2: Porcentagem de pacientes com dele¢do em 22q11 em diferentes trabalhos.

Numero de Delecdo em

Referénci itéri nclusd
eferéncia pacientes 22411 Critérios de inclusdo
Driscoll e cols. 1992 [47] 15 93% Diagnéstico clinico de SVCF/ DiGeorge.
Tobias e cols. 1999 [48] 551 12% Diagnéstico clinico de SVCF/ DiGeorge.
Bartsch e cols. 2003 [49] 295 20% Diagnéstico clinico de SVCF/ DiGeorge.
Diagn6stico clinico de SVCF/ Di
Katzman e cols. 2005 [50] 297 5.4% tagnostico clinico de SVCF/ DiGeorge,
defeitos cardiacos isolados, entre outros.
Brunet e cols. 2006 [51] 205 4% Dlag.nostlco c,hmc(? de SVCF/ DiGeorge,
defeitos cardiacos isolados, entre outros.
Diagndstico clinico de SVCF/ Di FP
Oh e cols. 2007 [52] 115 13.9% tagndstico clinico de SVCE/ DiGeorge, FF,
insuficiéncia velofaringea.
Belangero e cols. 2009 [53] 29 25% Dlagnostlco c/hmco de SVCF/. D-1George,
defeitos cardiacos conotruncais isolados.
Rope e cols. 2009 [54] 64 55% Diagnéstico clinico de Sindrome de DiGeorge.

Outras aberragdes cromossOmicas, ou mesmo microdelecdoes em outras regides gendmicas,
também podem ser encontradas em pacientes com achados clinicos sugestivos desta sindrome sem
delecio em 22qll. Diferentes trabalhos encontraram outras aberracdes cromossdmicas nao
envolvendo o cromossomo 22 em 1,7% a 3,7% dos pacientes [41, 55, 56]. Microdelecdes em 10p14-
15, 4934 e 17p13.3 ja foram encontradas em pacientes com fendtipo sugestivo de Sindrome de
delecdo 22ql11.2 [57, 58, 59]. Trés diferentes trabalhos que realizaram hibrida¢do gendmica em
arrays (aGH — array Genomic Hybridization) em grupos pequenos de pacientes sem delecdo em
22ql1 encontraram alteragdes em 1q21.1, 1g43, 5q11.2, 7p22.1, 7q36.2 e 16p11.2. No total, foram

encontradas alteragdes em seis de 44 pacientes estudados [60, 61, 62].
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Embora os estudos de correlagdo genétipo-fendtipo ainda nio tenham determinado com
precisdo os genes especificos responsaveis pelas caracteristicas clinicas da sindrome, o gene 7BX/
foi descrito como principal candidato. Em alguns individuos com caracteristicas clinicas da
sindrome, mas sem delecio em 22qll, foram encontradas mutacdes no gene TBXI que foram

associadas ao fendtipo [63, 64].

Os critérios clinicos para a indicacio da triagem de delecdo em pacientes com fendas palatais
e suspeita de Sindrome de delecdo 22q11.2 ainda ndo sdo claros, havendo considerdvel diferenca
entre o diagnostico clinico e laboratorial. No entanto, acredita-se que fenda palatal isolada ndo é uma
indicagdo para a triagem de delecdo em 22q11.2, de acordo com dois estudos publicados em 2003 [9,

65].

A conclusdo diagndstica em casos suspeitos de Sindrome de delecdo 22q11.2 € importante,
para que se tenha progndstico e orientacdes quanto a condutas antecipatérias mais especificas. O
aconselhamento genético adequado s6 pode ser realizado apds ter-se estabelecido um diagndstico

preciso [52].

2.5. Diagnéstico laboratorial da delecao 22q11.2

A delecdo em 22q11.2 foi identificada pela primeira vez através da andlise do cariétipo com
bandamento G [66]. Entretanto, mesmo com a utilizacdo de técnicas de alta resolugdo, a
identificacdo da delecdo apenas através desta técnica € dificil e tem sensibilidade muito baixa, pois a
delecdo tipica é submicroscopica, ou seja, trata-se de uma microdele¢do. Deste modo, somente em

uma minoria dos casos € possivel que o diagnéstico seja confirmado desta forma.
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A técnica de hibridacdo in situ com fluorescéncia (FISH) com sonda de DNA especifica para
a regido 22q11.2 tem sido utilizada rotineiramente desde 1992 e € considerada o “padrdo ouro” para

o diagnostico desta microdelecdao cromossomica [67].

Em um trabalho de revisdo sobre a Sindrome de delecdo 22q11.2.2, recentemente publicado
nos Estados Unidos, os autores consideraram a técnica FISH muito dispendiosa e que requer
equipamento e treinamento substancial. Estes também apontaram que laboratdrios comerciais
cobravam cerca de US$ 750,00 pelo exame. Além disso, apontaram outras duas desvantagens desta
técnica: a demora para o resultado (de aproximadamente 3 a 14 dias) e a impossibilidade de detectar

algumas delecdes atipicas [45].

Alternativas a técnica de FISH para a detec¢do da delecdo 22ql1.2 tém sido amplamente
utilizadas. Entres estas, encontram-se a utilizagdo de andlise de marcadores polimérficos de DNA,
que podem ser marcadores de DNA microssatélite ou polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs —

Single Nucleotide Polymorphism) [68, 69, 70]; e a utilizagdo de PCR em tempo real [71].

Além destas técnicas, cuja andlise € 16cus especifica, testando-se apenas a regido 22qll, a
técnica de hibrida¢do gendmica em arrays (aGH) também pode ser utilizada. Ela tem a vantagem de,
além de identificar precisamente a delecdo na regido 22ql1, permitir a identificacdo de outras
alteracdoes em qualquer regido do genoma, que podem estar relacionadas ao fendétipo naqueles
pacientes sem delecdo em 22qll. Esta técnica tem sido amplamente utilizada como ferramenta

diagnostica para estes pacientes nos Estados Unidos [45].

Uma nova técnica, chamada de Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification (MLPA),
foi desenvolvida para testar diferentes loci cromossdmicos em um tnico experimento de biologia

molecular [72]. Foi desenvolvido um kit para o diagnéstico de Sindrome de dele¢do 22ql1.2, que
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permite testar a regido 22ql1 com diferentes sondas, além de outras regides cromossdmicas, nas
quais delecdes foram associadas a pacientes com caracteristicas clinicas da Sindrome de dele¢ao
22q11.2. Em um estudo realizado por Fernandez e colaboradores (2005) [73], MLPA mostrou-se
uma ferramenta eficiente, ripida e econdmica para a triagem de delecdes em pacientes com

Sindrome de delecao 22q11.2.

No Brasil, o diagnéstico de delecdo em 22qll, por diferentes técnicas, estd disponivel
comercialmente em laboratdrios particulares. Entretanto, como cerca de 80% da populagdo utiliza o
sistema publico de saide [25] e a propor¢do da populacdo coberta por planos de saude privados
permanece entre 20-25% no Brasil [17], uma parcela muito pequena da populacdo tem acesso a esses
exames. Vale lembrar que apenas recentemente a pesquisa de microdele¢do por FISH e a andlise
molecular de DNA tém suas coberturas obrigatdrias pelos planos de saide (Agéncia Nacional de

Satide Suplementar — ANS — Resolu¢@o normativa n°167 de 10 de janeiro de 2008).

O diagnoéstico de delecdo em 22ql1 no servigo publico de saide no Brasil s6 ocorre, até o
momento, com a participacdo dos pacientes em projetos de pesquisa em andamento nos servicos de
genética, principalmente em hospitais universitdrios, que estdo vinculados ao atendimento de

pacientes pelo SUS.

Encontram-se poucos centros de pesquisa em genética no pais que ja realizaram trabalhos
com a Sindrome de dele¢do 22q11.2, incluindo o diagndstico laboratorial [53, 70, 74, 75]. Todos
estes centros estdo no sul e sudeste e a disponibilidade do diagndstico encerra-se com o término do
projeto e a falta de recursos financeiros para continuidade no oferecimento do diagndstico. Ainda, na
maioria das vezes, este é disponibilizado apenas para o centro onde o estudo estd sendo realizado ou

para poucos centros proximos a este.
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Em uma avaliacdo para que a genética clinica seja formalizada como uma rede funcional no
ambito do SUS, com relacio a cobertura laboratorial, Horovitz e colaboradores (2006) [13]
apontaram que para uma rede funcional e economicamente vidvel, ndo seria justificada a implantagao
de laboratérios especializados em todos os servigos ou mesmo em todos os estados da Unido, sendo
que as andlises mais especializadas poderiam ser oferecidas por poucos centros de exceléncia. No
mundo inteiro, laboratérios vém especializando-se em diagndsticos especificos, ndo sendo tal fato
diferente no Brasil. Pela diversidade das doencas genéticas e diferentes técnicas de identificacdo
existentes, muitas vezes € necessario encaminhar amostras para diagndstico a laboratérios em outros

estados ou até mesmo em outros paises.

Os mesmos autores consideram a organizacdo de rede laboratorial basica e de suporte, assim
como a formaliza¢do da referéncia, uma importante iniciativa para a melhoria do atendimento em

genética no pais [13].

Este estudo foi desenhado com base na prevaléncia das FOTs e da Sindrome de delecao
22q11.2, nas caracteristicas do sistema de satude brasileiro, em que j4 existe a RRTDCF atuando em
nivel tercidrio, e da atencdo em genética no Brasil e, ainda, nas possibilidades advindas do PCFB.
Com ele, pretende-se contribuir para a reflexdo sobre aspectos a serem considerados na elaboragado

de estratégia de investigacdo laboratorial funcional em genética para nosso pais.
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OBJETIVOS
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

® Realizar estudo multicéntrico para diagndstico da sindrome de delecao 22ql1.2 como

modelo para otimizagdo de estratégias diagnosticas em genética médica.

3.2. Objetivos especificos

Verificar a disponibilidade das técnicas necessdrias para o diagnostico laboratorial para

Sindrome de delecdo 22q11.2 nas instituigdes participantes deste estudo;

® Investigar microdelecdo em 22ql1 ou outras aberra¢des cromossdmicas, relacionadas ou
nio a regido 22qll, em pacientes com anomalias palatais e hipdtese diagnostica da

Sindrome de delecdo 22q11.2;

e Comparar os sinais clinicos apresentados pelos pacientes com e sem delecdo em 22ql1;

e (alcular os custos para o diagndstico e avaliar as vantagens e desvantagens de diferentes

técnicas laboratoriais;

e Descrever os resultados de dois anos de funcionamento de um centro de investigacao

laboratorial para Sindrome de deleciao 22q11.2.
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CASUISTICA E METODOS
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4. Casuistica e Métodos

4.1. Casuistica

Foram incluidos neste estudo 100 pacientes portadores de anomalia palatal e hipdtese
diagndstica da Sindrome de delecdo 22q11.2 aventada por médico geneticista. A razdo de sexo foi
48M:52F. A idade média foi de 11 anos, sendo que variaram desde um més a 33 anos. Como
investigacdo complementar minima, solicitou-se nasofibroscopia — para pacientes sem fenda palatal
aparente — e ecocardiografia. Entretanto, a realizacdo destes exames ndo foi considerada como
critério de inclusdo no trabalho. Foram excluidos individuos sem anomalia palatal, ainda que

tivessem suspeita de dele¢ao em 22q11.

No periodo de outubro de 2008 a marco de 2011 foram encaminhas amostras de 100
pacientes de 11 servicos com atendimento em genética clinica, de diferentes regides do Brasil. Os
servigcos estdo descritos a seguir € o nimero de amostras encaminhadas de cada servico estd descrito

na Tabela 3.

01 — Servico de Genética do Hospital Geral César Cals (Fortaleza — CE);

02 — Centro de Atencdo aos Defeitos da Face — CADEFI (Recife — PE);

03 — Servico de Genética do Hospital Universitario da Universidade Federal de Alagoas (Macei6 —

AL);

04 — Servigo de Genética da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (Sao José do Rio Preto

- SP);
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05 — Servigo de Genética Clinica do Hospital de Clinicas da Universidade Estadual de Campinas

(Campinas — SP);

06 — Servico de Genética do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (Sao Paulo —

SP);

07 — Servico de Genética da APAE de Sao Paulo (Sao Paulo — SP);

08 — Centro de Atendimento Integral ao Fissurado labiopalatal — CAIF (Curitiba — PR);

09 — Centrinho Prefeito Luiz Gomes (Joinville — SC);

10 — Servigo de Genética do Hospital Universitdrio da Universidade Federal de Santa Catarina

(Florianopolis — SC);

11 — Servigo de Genética Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (Porto Alegre - RS);

Dentre estes, o servigo 05 € a instituicdo sede do Projeto Cranio-Face Brasil e os servicos 01,
02, 03, 04, 05 e 08 ja eram cadastrados no PCFB e atuam regularmente como colaboradores neste
projeto. Estes foram visitados pela coordenadora do projeto, para orientagdo quanto aos envios de

amostras e preenchimento dos formularios.

Os servigos 02, 08 e 09 compreendem centros especializados em fendas orofaciais, pertencem
a Rede de Referéncia no Tratamento de Deformidades Craniofaciais (RRTDCF) e possuem, pelo

menos, um médico geneticista como membro efetivo da equipe.

O centro sede (05) e os demais servicos de genética colaboradores do Projeto Cranio-Face

Brasil compreendem unidades de genética que regularmente avaliam portadores de fendas orofaciais.
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Os servicos de genética 06, 07 e 10 ndo atendem regularmente portadores de fendas, ndo
eram cadastrados pelo Projeto Cranio-Face Brasil e atuaram como colaboradores eventuais. Estes se
interessaram em participar do trabalho, pois receberam pacientes com hipdtese diagndstica de

Sindrome de delec@o 22q11.2 e ndo dispunham de suporte laboratorial na época.

Tabela 3: Nimero de amostras encaminhadas de acordo com a origem.

Origem Niumero de amostras
Porto Alegre: Hospital de Clinicas 5
Florianépolis: Hospital Universitario/ UFSC 3
Sul Joinville: Centrinho Prefeito Luiz Gomes 9
Curitiba: Centro de Atendimento Integral ao Fissurado (CAIF) 33
50
Instituto da Crianga/ FMUSP 1
Sao Paulo
APAE 2
Sudeste  Campinas: Hospital de Clinicas/ FCM/ Unicamp 21
Sao José do Rio Preto: Hospital de Base/ FAMERP 11
35
Macei6: Hospital Universitario/ UFAL 10
Recife: Centro de Atencao aos Defeitos da Face (CADEFI) 4
Nordeste
Fortaleza: Hospital Geral César Cals 1
15
Total 100
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Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias
Médicas da Unicamp (Parecer N° 059/2008) (Anexo 2) e pela Comissdo Nacional de Etica em
Pesquisa (Parecer N° 709/2008). Todos os individuos, ou seus responsdveis, que participaram deste

estudo assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 3).

Todos os pacientes incluidos foram avaliados por médico geneticista, sendo preenchido um
formuldrio padronizado de coleta de dados, elaborado especificamente para este estudo. Este foi
baseado em revisdo de literatura e contempla informacgdes sobre as principais caracteristicas clinicas

encontradas na Sindrome de delecdo 22q11.2 (Anexo 1).

Visando melhor caracterizacio clinica, nos casos em que se detectou delecdo cromossdmica,
sempre que possivel, foram solicitados os seguintes exames complementares: ressonancia magnética
ou tomografia computadorizada de crinio; ultra-som abdominal e de vias urindrias; avaliagdo

oftalmoldgica e avaliagdo auditiva. Os custos desses exames foram previstos por ocasido do projeto.

Todos os resultados foram encaminhados aos médicos responsdveis pelos pacientes para que
fossem repassados as familias e, quando pertinente e se desejado pelos pacientes ou pelos seus
responsdveis, realizassem o aconselhamento genético. Nos casos com dele¢do foi solicitada amostra

dos genitores para investigacao.
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4.2. Métodos

4.2.1. Disponibilidade do diagnéstico laboratorial para Sindrome de delecao 22q11.2 nas

instituicoes participantes deste trabalho.

Para verificar a disponibilidade deste diagnéstico nas institui¢des participantes, foi elaborado

um questiondrio especifico (Apéndice 1). Este contemplou aspectos relacionados:

a) ao diagnostico clinico de Sindrome de delecdo 22q11.2;

b) ao envio das amostras para a Unicamp;

c) a disponibilidade local ou regional de exames laboratoriais, incluindo cariétipo, exames

especificos para detec¢do de microdelegdes, investigacdo da microdelecdo 22ql1, especificamente;

d) a infraestrutura local disponivel para a realizacao destes exames.

O questiondrio foi encaminhado por correio eletronico, para os geneticistas clinicos de todos
0s centros participantes, que o preencheram e remeteram de volta pelo mesmo sistema. A analise dos

questiondrios foi descritiva.

4.2.2. Exames laboratoriais

O estudo disponibilizou material para coleta e armazenagem das amostras e caixas
apropriadas para transporte, para os servicos que as enviaram regularmente. Apds pesquisa sobre
transportadoras disponiveis, ofereceu-se o custeio dos servicos de courrier, de acordo com a

disponibilidade de cada cidade.
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O exame de caridtipo foi utilizado como primeira ferramenta diagndstica nos pacientes
estudados, com o intuito de identificar aberracdes cromossdmicas envolvendo ou ndo a regido 22ql1.
Este foi realizado no Laboratdrio de Citogenética Humana do Departamento de Genética Médica da
FCM/ Unicamp, para todos os pacientes sem cariotipo realizado previamente em sua institui¢do de

origem.
Cariétipo

Foi utilizada a cultura de linfécitos obtida pela técnica descrita por Moorhead e colaboradores

(1960) [76], com pequenas modificacdes.

Cultura de linfécitos: Foram adicionados de 0,5ml a 1ml de sangue total heparinizado a
frascos de cultura contendo 5ml de meio de cultura RPMI-1640 (Gibco/InVitrogen® " 11875-093)
com 15% de soro fetal bovino (Gibco/InVitrogen® - 12657-029) e 0,Iml — 02ml de
fitohemaglutinina (Gibco/InVitrogen® - 10576-015 - ou Sigma® - L8754). Os frascos de cultura foram
incubados a 37°C por 72 horas. Duas horas antes do fim desse periodo, foram acrescentados 0,02 ml
de brometo de etidio 1mg/ml (Sigma® E8751) e 0,04 ml de colchicina 4x10E-5M (Sigma C9754®) a
cultura de linfécitos. Ao final desse periodo de incubacdo foi realizada a hipotonia por 20 minutos,
utilizando-se solucdo hipotdnica de KCI 0,075M (Merck®) a 37°C. Apés a hipotonia foi realizada a

fixacdo utilizando-se como fixador metanol (Merck®) + acido acético (Merck®) na propor¢do 3:1.

Preparacdo das laminas: Laminas para microscopia foram mergulhadas em etanol por alguns
minutos e secas com papel macio. De trés a quatro gotas do material, apds fixacdo, foram pingadas,
com pipetas Pasteur, sobre as laminas. As 1aminas foram colocadas em uma estufa na temperatura de
aproximadamente 55°C durante alguns minutos e foram observadas em microscopio de contraste de

fase.
62



Obteng¢do de bandamento G: Esse bandamento foi realizado de acordo com a técnica descrita
por Sanchez e colaboradores (1973) [77], com pequenas modificacdes. As laminas foram incubadas
em tampao fosfato de Sorensen 0,06M pH 6,8 em banho-maria a 37°C por um periodo que variou de
10 a 30 minutos. Apds a incubacdo, as 1aminas foram coradas com eosina azul de metileno segundo

Wright (Merck®) diluido em tampao fosfato de Sorensen na propor¢ao de 1:3 por trés a seis minutos.

Andlise CromossOmica: Foram analisadas ao microscopio 6ptico comum 20 metafases de
cada individuo. A resolucdo obtida foi de aproximadamente 500 bandas por lote hapléide. Pelo
menos duas metafases de cada individuo foram capturadas e cariotipadas utilizando o sistema de

cariotipagem BANDView da Applied Spectral Imaging®.
Triagem de microdelecio em 22q11
A triagem de microdelecao em 22q11 foi realizada pelas técnicas de MLPA e FISH.
MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification):

A técnica de MLPA foi descrita pela primeira vez por Schouten e colaboradores em 2002
[72]. Detalhes sobre o principio desta técnica foram descritos anteriormente no trabalho de Lincoln

de Carvalho (2009) [78].

A amostra utilizada para a técnica de MLPA foi o DNA gendmico extraido de sangue

periférico, extraido pelo método fenol-cloroférmio [79].

Utilizou-se o kit P250-A1 (MRC — Holland®), que contém 30 sondas para o cromossomo 22
(sendo 14 localizadas na regido mais comumente deletada, e outras em regides de delecdes atipicas

ou utilizadas como controle) e 16 sondas para outros loci em diferentes cromossomos, utilizadas
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como controle, ou nos quais delecOes também foram relatadas em pacientes com caracteristicas

clinicas da Sindrome de delecdo 22q11.2.

A técnica de MLPA foi realizada segundo o protocolo original descrito por Schouten e

colaboradores (2002) [72], com pequenas modificacoes.

a) Desnaturacdo do DNA e hibridacdo das sondas: As amostras de DNA foram diluidas (para
obter-se uma concentracdo de 250 ng de DNA) em 5 puL de solugdo TE 1x (Tris—HCI 10 mM, pH
8,0; EDTA 1 mM). As amostras diluidas foram submetidas a uma temperatura de 95°C por cinco
minutos, e em seguida a 25°C antes de serem retirados do termociclador. Apds a desnaturacdo, foram
acrescentados 1,5 uLL do SALSA Probemix e 1,5 uLL. do MLPA buffer a cada tubo. O mix foi incubado

a 95°C por um minuto e em seguida permaneceu a 60°C por 16 horas.

b) Reagdo de ligacdo: No termociclador, em uma temperatura de 54°C, foram adicionados 32
puL de mix ligase-65 as amostras. As amostras foram incubadas a 54°C por 15 minutos e em seguida

a 98°C por cinco minutos.

¢) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR): Em um novo tubo foram adicionados 4 puL de
SALSA PCR buffer, 26 pL de agua estéril e 10 uL do produto da reacdo de ligagdo. A uma
temperatura de 60°C, foi adicionada a enzima (Polymerase mix) e imediatamente se iniciou a reacao
de PCR nas seguintes condi¢oes: 35 ciclos = 30 segundos a 95°C; 30 segundos a 60°C; 60 segundos

a 72°C. Ao final dos ciclos = 20 minutos a 72°C.

d) Separagdao dos produtos amplificados: Em uma placa de sequenciamento foram

adicionados de 0,6 a 1,0 uL do produto da PCR, 0,25 uL de ET-550R (size standar) e 7 pL de
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Tween-20 0,1%. A leitura dos produtos amplificados foi realizada no sequenciador automadtico

Megabace 1000 (Amersham-Pharmacia®).

e) Visualizagdo e andlise dos resultados: A visualizacdo dos resultados foi realizada com o
software Fragment Profiler (GE Healthcare®). Em seguida a andlise dos dados foi realizada em
planilha de Excel (Microsoft®) elaborada especificamente para a andlise dos resultados obtidos pelo
kit de MLPA P250 (MRC-Holland®), pelo grupo do National Genetics Reference Laboratory —
Manchester, disponivel gratuitamente em seu site (http://www.ngrl.org.uk/Manchester/projects/

informatics/mlpa).

Tecnicamente, os dados foram normalizados, dividindo-se valores de altura do pico de cada
sonda pela soma dos picos de todas as sondas na amostra. Em seguida, esse valor normalizado foi

dividido pela altura do pico da sonda correspondente, obtida a partir do DNA controle.

Os resultados foram considerados normais quando a altura de todos os picos do grafico
gerado, apds normalizagcdo, encontrou-se entre 0,75 e 1,25. ExcecOes foram as sondas TBXI e
FRG1, para as quais variagdes normais, devido a presenga de SNPs proximo aos sitios de ligacdo da

sonda, ja eram conhecidas.
Quando disponivel, o DNA dos genitores de individuos com altera¢cdes também foi testado.
FISH (Hibridacao in situ com Fluorescéncia):

Para a realizac@o da técnica de FISH foram utilizadas suspensdes celulares obtidas a partir de

cultura de linfécitos.
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Utilizou-se o kit de sondas dual color TUPLE1 da marca Kreatech®. Este contém uma sonda
de 220 Kb marcada em vermelho, mapeada em 22ql1.21, a regido comumente deletada nos
individuos com dele¢do em 22q11, que inclui o gene TUPLEI; e uma sonda de 130 Kb, marcada em
verde, mapeada em 22q13, incluindo os genes ARSA e SHANK3, utilizada como controle para a

investigacdo de delecao em 22ql1.

O método utilizado foi o descrito pelo fabricante, com modificacdes. As principais
modificacdes foram a diminui¢do da drea de hibrida¢do na 1amina e a dilui¢do da sonda em tampao
de hibridacdo, sem prejuizo na qualidade do sinal fluorescente, garantindo a sensibilidade e
especificidade do método. Este método foi validado previamente, utilizando-se controles positivos e
negativos, e comparando-se a intensidade do sinal de fluorescéncia entre as laminas onde se aplicou

a quantidade indicada pelo fabricante ou metade da quantidade diluida em tampao de hibridacao.

a) Preparagao e pré-tratamento das laminas:

Pingou-se o material em laminas limpas em élcool e estas permaneceram por uma noite em
temperatura ambiente ou em estufa a 37°C. As laminas foram observadas ao microscépio para
marcar drea onde seria aplicada, incubadas em uma solug@o de 2x SSC (pH 7,0) a 37° C (+/- 1°C)
durante 20 a 60 minutos e desidratadas em uma série de etandis a 70%, 85% e 100% por 1 minuto

cada.

b) Co-desnaturacgao:

Aplicou-se 5 ul da sonda diluida na propor¢do 1:1, em tampao de hibrida¢do, sobre a drea
previamente selecionada da lamina; cobriu-se com laminula de 11x22 mm e selou-se com cola

especial. Colou-se as laminas em uma placa aquecida a 75°C (+/- 1°C) por 5 a 10 minutos.
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¢) Hibridacao:

As laminas com a sonda, apds desnaturacdo, foram colocadas em uma caixa timida, em estufa

a 37°C (+/- 1°C) por uma noite (de 12 a 16 horas).
d) Pés-hibridacao:

Removeu-se a laminula e toda a cola, cuidadosamente; colocou-se as ldminas em uma
solucdo de 2x SSC/0.1% Tween 20 (pH 7,0) por 2 minutos em temperatura ambiente; a seguir em
uma solucdo de 0,4xSSC/0.3% Tween 20 a 72°C (+/-1°C) (pH 7,0) por 2 minutos, sem agitacdo; e
por dltimo em uma solu¢do de 2xSSC/0,1% Tween 20 (pH 7,0) por 1 minuto em temperatura
ambiente, sem agitacdo. Apds secarem rapidamente em temperatura ambiente, aplicou-se 7 ul de

DAPI e cobriu-se com um laminula de 12x24 mm.
e) Analise:

Foram analisadas 20 metéfases ou 100 nucleos interfasicos, em microscéopio de fluorescéncia
® . A s . e
da Olympus™ com filtros de fluorescéncia adequados e as imagens foram capturadas utilizando o

software FISHView da Applied Spectral Imaging®.

4.2.3. Comparacao dos sinais clinicos apresentados pelos pacientes com e sem delecao

em 22q11

Todos os pacientes foram examinados por médico geneticista e os dados clinicos obtidos

foram descritos em formulario padronizado, elaborado especificamente para este estudo. Estes foram
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armazenados em uma base de dados desenvolvida no programa Microsoft Office Access 2007

(Microsoft®).

A andlise foi descritiva e para o cdlculo da porcentagem de pacientes que apresentaram
determinados sinais clinicos, foram considerados apenas os campos que continham informagao

completa e preenchida corretamente no check list encaminhado.

Os dados foram exportados para uma planilha do programa Microsoft Office Excel
(Microsoft®) e somou-se o nimero de pacientes, dentre os diferentes grupos (com e sem delegdo),

que apresentaram os sinais clinicos mais frequentes na Sindrome de dele¢ao 22q11.2.

Foram analisados: Género, idade, anomalias palatais, cardiopatia congénita, alteragdes
imunoldgicas, hipocalcemia, desenvolvimento neuropsicomotor e presenca de alteragdes
comportamentais, desenvolvimento somadtico, déficits auditivos, alteragdes oftalmoldgicas,
alteracdes neuroldgicas, alteragdes esqueléticas, alteracOes de trato urindrio e do sistema

gastrointestinal.

Para a andlise estatistica foi utilizado o programa Epilnfo versio 6.04b no moédulo
STATCALC calculator (CDC-Atlanta-Georgia, 2011). Utilizou-se o teste do Qui-quadrado para
comparacdo das propor¢des entre as diferentes varidveis, nos grupos com e sem dele¢do em 22q11.
O nivel de significancia adotado foi de 5%. Considerou-se o valor de p ndo corrigido e para os casos

com N menor ou igual a cinco utilizou-se o teste exato de Fisher.
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4.2.4. Calculo de custos

Para calcular os custos do diagndstico foram considerados gastos com coleta de amostras,
transporte para a Unicamp e insumos de laboratério, incluindo todos os reagentes necessarios para a
realizacdo das técnicas utilizadas. Foram considerados os reagentes necessdrios para as técnicas
atualmente padronizadas nos Laboratérios de Citogenética Humana e Genética Molecular do
Departamento de Genética Médica da FCM/Unicamp. Para tanto, os parametros de referéncia de
marcas de reagentes foram os atualmente utilizados nestes laboratdrios, que sdo todos de primeira

linha.

Os valores foram calculados a partir de orcamentos realizados no ano de 2011, para compra
em mercado nacional, em nome de pessoa fisica. Os valores foram agrupados de acordo com os
procedimentos realizados, da seguinte forma: coleta de amostras, transporte, cultura de linfécitos,
cariotipo com bandas G, FISH, extracdo de DNA e MLPA. Para o cdlculo de valor de MLPA
considerou-se o protocolo indicado pelo fabricante e, para FISH, considerou-se o protocolo indicado

pelo fabricante e o protocolo adaptado, com reducdo na quantidade de sonda utilizada.

Para o célculo de custos com recursos humanos utilizou-se como parametro o saldrio mensal
pago para o cargo de biologista da UNICAMP (R$3.656,82), visto que esta institui¢do sediou o
estudo. Estimou-se um nimero médio de 20 diagndsticos mensais realizados por este profissional,
incluindo todos os procedimentos necessarios para os exames de cariétipo, FISH e MLPA, e dividiu-

se o valor salarial mensal por este nimero de diagndsticos.

Considerando a premissa de utilizar infraestrutura ja existente e adequd-la a necessidade de

saude em Genética, ndo foram calculados os gastos com infraestrutura, visto que os Laboratérios de
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Citogenética Humana e de Genética Molecular da FCM / UNICAMP estavam adequadamente

equipados para as técnicas utilizadas.

4.2.5. Comparacao das técnicas utilizadas e avaliacio de funcionamento do centro de

investigacao laboratorial

Para comparar as vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas, foram considerados os

seguintes aspectos:

a) tipo e qualidade da amostra necessdria para o procedimento;

b) ndmero de loci testados em cada reagdo;

¢) numero de amostras processadas;

d) equipamentos necessarios;

e) numero de etapas;

f) complexidade dos procedimentos;

g) sensibilidade e especificidade;

h) tempo necessario para diagndstico e;

1) custo.

A avaliacdo de funcionamento do centro de investigacdo laboratorial foi descritiva e

compreendeu aspectos relacionados ao:
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a) transporte de amostras;

b) nimero de amostras recebidas por més e;

¢) tempo para entrega dos resultados.
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5. Resultados

5.1. Disponibilidade do diagnéstico laboratorial para Sindrome de delecao 22q11.2 nas

instituicoes participantes deste trabalho.

Os questiondrios enviados aos 11 centros foram respondidos pelos médicos geneticistas
responsaveis pelo atendimento dos pacientes. As informagdes encaminhadas pelos centros estdo
descritas nas Tabelas 4 a 8. Informacdes adicionais descritas no questiondrio, que foram
consideradas relevantes para a discussdo quanto as dificuldades de diagndstico, foram transcritas

nesta secao.

Tabela 4: Aspectos relacionados ao diagndstico clinico e propedéutica armada de sindrome de
delecdo 22q11.2 em 11 centros pesquisados.

) ) ) Numero de servicos com avaliacdo ou
Avaliagcdo/ exames disponiveis . )
exame disponivel

Ecocardiografia 10
Tomografia computadorizada de cranio 10
Ultrassonografia de abdomen e vias urindrias 10
Radiografia 10
Avaliacdo oftalmoldgica 09
Avaliacdo otorrinolaringoldgica 09
Nasofibrolaringoscopia 07
Ressonancia magnética de cranio 06

Os resultados referentes ao envio de amostras encontram-se na Tabela 5.
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Tabela 5: Aspectos relacionados ao envio de amostras para Unicamp nos centros pesquisados.

Numero de servigcos

Tiveram casos que ndo foram encaminhados 05
Tiveram dificuldades no envio de amostras 03
Servigo expresso de postagem 06

Forma de envio Courrier 02
Ambos 01

Entrega direta 02

Cinco servicos relataram ter pacientes dos quais ndo puderam encaminhar amostras. O
nimero de casos que ndo puderam ser encaminhados variou de 2 a 10, dependendo do centro. Os

motivos citados pelos quais ndo puderam encaminhar os casos encontram-se na Tabela 6.

Tabela 6: Motivos que impediram o encaminhamento de casos para diagnostico.

Motivo Numero de servigos
Nao comparecimento do paciente a consulta agendada 04
Dificuldade de reconvocagao de pacientes do servigo 04
Falta de transporte para os pacientes até o centro de atendimento 01
Falta de interesse da familia na investigacdo diagndstica 01
Dificuldade de coleta em crianca 01
Falta de exames complementares que contribuem para a suspeita de 01

Sindrome de delecdo 22q11.2
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Trés servicos relataram ter dificuldades no envio de amostras, em um servico apontou-se a
desorganizagdo do servico de coleta e entrega da empresa responsdvel pelo transporte das amostras.

Para outros dois servigos as respostas do questiondrio quanto a este aspecto estdo transcritas abaixo:

“Para todos os pacientes eu pessoalmente os levei ao laboratorio municipal para coleta (o
que ndo fica perto do local de atendimento), levei a amostra ao Correio e paguei do meu proprio
bolso o envio. Tive que fazer cada coleta isoladamente por dificuldade de conciliar vdrios pacientes

no mesmo dia”.

“Ainda ndo hd um regime bem estabelecido para coleta e armazenamento das amostras para
exames genéticos. Também ndo hd um servico de envio das amostras, de modo que eu precisava

embalar as amostras e os pacientes levavam as mesmas até o correio e pagavam pelo SEDEX”.

Com relacao a disponibilidade do exame de cari6tipo, seis servicos relataram té-lo disponivel
na propria instituicdo. Quanto a identificacdo de microdelecdes, cinco centros relataram ter técnicas
disponiveis para tal investigacdo, incluindo FISH, MLPA ou outros métodos moleculares. Sendo que
dois tinham disponibilidade na prépria instituicdo, um em outra instituicdo e dois em ambas (Tabela

7.

A investigacdo especifica da dele¢do 22ql1 j4 esteve disponivel para seis servi¢os, sendo que
dois j4 tiveram disponivel na prépria institui¢do, trés em outra instituicio e um em ambas (Tabela 7).

A maioria dos servicos citou a disponibilidade por meio de projetos de pesquisa e que esta foi
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interrompida devido ao término dos projetos. Dois servicos citaram a disponibilidade no setor

privado, com pagamento pela secretaria de satide publica ou por plano de satde. Outros dois servigos

relataram ja ter tido este exame disponivel com recursos de assisténcia, mas que foi interrompido

devido a falta de recursos.

Tabela 7: Disponibilidade local ou regional de exames laboratoriais nos 11 centros pesquisados.

Deteccdo de microdelecies

Servico Caridtipo Outros Microdelecdo em
FISH MLPA métodos 22ql1

moleculares  (especificamente)
01 N N N N N
02 N N N N N
03 N N N N N
04 S* s+ N N s+l
05 S* S* S* S* S*
06 S* N s+l st st
07 S* st st st st
08 N N N N N
09 S N N N st
10 N N N N N
11 S* S* S* N S*

N: ndo; S: sim; * Prépria instituicio; * Outra instituicdo. Servicos 01 a 03 — Nordeste; 04 a 07 —

Sudeste; 08 a 11 — Sul. Servico 05: instituicao sede do projeto.

Quanto a presenca de infraestrutura local para a realizacdo dos exames, oito instituigdes

possuiam infraestrutura para realizar o exame de caridtipo e cinco também para FISH. Quatro
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instituicdes possuiam equipamentos em funcionamento para a realizagdo de MLPA ou andlise de
DNA microssatélite e trés institui¢des para a realizacdo de PCR em tempo real. Trés instituigdes
possuiam profissionais com vinculo permanente, 02 com vinculo temporario e 03 com ambos os

tipos de vinculo, para a realizacd@o e interpretacdo destas técnicas (Tabela 8).

Tabela 8: Aspectos relacionados a infraestrutura para a realizagdo dos exames nos 11 centros
pesquisados.

Possuem equipamentos em funcionamento na instituicdo para a

. . L Niimero de servigos
realizagdo das seguintes técnicas

Caridtipo 08
FISH 05
MLPA ou anélise de DNA microssatélite (Sequenciador) 04
PCR em tempo real 03
Tém profissionais treinados para a realizacdo e interpretacdo destas

técnicas

Vinculo permanente 03
Vinculo temporario 02
Ambos 03
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5.2. Exames laboratoriais

5.2.1. Cariétipo

O exame de caridtipo, realizado com o objetivo de identificar possiveis alteracdes envolvendo
0 cromossomo 22 ou outros cromossomos, precedeu a investigacdo de microdele¢do em 22ql11 pelas

técnicas de MLPA e FISH.

Para parte dos pacientes, este exame estava disponivel nas institui¢des onde foram atendidos,
porém em quatro institui¢des (as trés do nordeste e uma do sul, o CAIF) ndo havia disponibilidade
local para sua realizacdo. Nestes 48 casos, procurou-se realizar o exame de cariétipo no Laboratério
de Citogenética/FCM/Unicamp, utilizando as mesmas amostras de sangue encaminhadas para o
diagnéstico por FISH. Em sete casos, porém, este exame ndo pdde ser realizado porque ndo foi
encaminhada amostra para cultivo de linfécitos ou por falha nesta técnica. Os resultados da anélise

citogenética pelo exame de caridtipo encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Resultados da andlise citogenética.

Cariotipo ].V‘i"."’,"’ de
individuos
46,XX ou 46,XY 85
46,XX ou 46,XY com heteromorfismos cromossomicos: inv(9), 9gh+ ou 16gh+ 04
46,XY ,der(9)ins(9;15)(q32;q12q21)* 01
46,XY,der(11)ins(11;?7)(p13;7)* 01
46,XY,del(22)(ql1ql1) 01
46,XX,+mar 01
Nao realizado 07
Total 100

* Casos em que o caridtipo anterior foi normal.

5.2.1.1. Anomalias cromossomicas detectadas pelo exame de cariotipo

Foi possivel a identificacdo de delecdo em 22ql11.2 por esta técnica em apenas um caso €

identificou-se cromossomo marcador extranumerario em um outro caso.

Um paciente com resultado de caridtipo anterior normal teve resultados de MLPA e FISH
também normais. Embora na época da primeira avaliacdo clinica o paciente apresentasse sinais
compativeis com Sindrome de delecdo 22q11.2, incluindo insuficiéncia velofaringea e cardiopatia,
com a evolu¢do do individuo, o quadro clinico ndo se manteve sugestivo de Sindrome de delecao
22ql11.2. Apds identificacio de aberracio cromossdmica em outros membros da familia
encaminhados ao mesmo servigo, realizou-se um novo exame de caritipo e encontrou-se o seguinte
resultado:  46,XY.,der(9)ins(9;15)(q32;q12g21). Portanto, o paciente possui uma aberragdo

cromossOmica desbalanceada, apresentando trissomia parcial do braco longo do cromossomo 15.
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Esta alteracdo foi herdada de sua mde, na qual se apresenta de maneira balanceada
[46,XX,ins(9;15)(q32;q12g21)]. Apds a correta identificacio da aberracdo cromossdmica, o
diagndstico pode ser concluido e os sinais clinicos apresentados foram associados a trissomia parcial

do brago longo do cromossomo 15.

Outro paciente com resultado de caridtipo anterior normal, teve resultado de FISH para
22ql1 normal e através da andlise por MLPA encontrou-se uma duplicagdo em 8p23.1. Apds este
resultado, realizou-se novo exame de caridtipo que revelou o seguinte resultado:

46,XY,der(11)ins(11;?)(p13;7).

A identificagdo de aberracdo cromossOmica nestes quatro casos ja permitiu a conclusao
diagnostica e apds a investigacdo dos genitores, o aconselhamento genético pdde ser realizado com
limitagdes no caso com caridtipo 46,XY,der(11)ins(11;?)(p13;?) e no caso com cromossomo

marcador extranumerario.

Para trés destes casos, a investigacdo foi complementada pela técnica de hibridacdo gendmica

em array (aGH), disponivel em estudos complementares do PCFB na institui¢ao sede.

A anélise por aGH no paciente com cariétipo 46,XY,der(9)ins(9;15)(q32;q12g21) revelou
uma duplicacio de 19.3 Mb no cromossomo 15 de q21.1 a q22.31 [44.275.184-63.567.267 — hg18],
0 que permitiu um refinamento do segmento do cromossomo 15 inserido no cromossomo 9. A partir
da andlise conjunta do cariétipo e da técnica de aGH o cariétipo final deste paciente foi designado

como 46,XY,der(9)ins(9;15)(q32;q21.1q22.31).arr 15q21.1q22.31(44,275,184-63,567,267)x3.

Os outros dois casos para os quais se realizou aGH serdo citados no topico a seguir.
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5.2.2. Triagem de microdelecio em 22q11

Realizou-se a triagem de microdelecdo em 22qll para todas as amostras encaminhadas,
sendo que, em 78 casos, esta foi realizada pelas técnicas de MLPA e FISH e, em 22 casos, apenas
por MLPA. Encontrou-se delecdo em 22qll em oito destes 22 casos. Os resultados foram
concordantes em todos os 78 casos em que as duas técnicas foram utilizadas. Nos casos em que a
triagem foi realizada apenas por MLPA, ndo foram encaminhadas amostras de sangue colhidas
apropriadamente para o cultivo de linfocitos e realizacdo de FISH. A Figura 2 mostra exemplos para

a técnica de FISH de uma amostra normal (A) e uma amostra com delecdao em 22q11 (B).

Figura 2: FISH com sonda especifica para a regidao 22ql1 (vermelho) e sonda controle (22q13 —
verde). A: Amostra normal. B: amostra com delecdo em 22q11.

Para a técnica de MLPA, a Figura 3 mostra a visualiza¢do, por meio do programa Fragment
Profiler, dos picos de fluorescéncia de um individuo com microdelecdo em 22ql11.2 (inferior)
comparados aos picos de fluorescéncia de um controle normal (superior). Cada pico de fluorescéncia

corresponde a um fragmento amplificado, que por sua vez corresponde a uma sonda especifica. No
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gréfico gerado apds normalizacdo dos resultados em Excel, em uma amostra sem delecdo a altura de
todas as colunas deve estar entre 0,75 e 1,25; ja em uma amostra com delecdo, a altura das colunas,

correspondentes as sondas localizadas no 16cus deletado, deve estar abaixo de 0,75.
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Figura 3 Perfil dos picos de fluorescéncia de uma amostra com microdelecdo (inferior) comparada a uma
amostra normal (superior). As setas vermelhas indicam os fragmentos com amplificagdo diminuida.

Encontrou-se microdelecdo em 22q11 em 35 pacientes. Trés apresentaram delecdo de 1,5 Mb
(Figura 7) e 32 individuos apresentaram dele¢dao de 3 Mb (Figura 6), sendo que um deles apresentou
uma duplicacdo em 22q11.23 (Figura 8), além da delecdo tipica (Tabela 10). A Figura 4 mostra a

propor¢do de casos com delecdo entre os servigos das diferentes regides do pais.



Tabela 10: Resultados da triagem de microdelecao em 22q11.2.

Alteracdo Niuimero de individuos
del(22)(q11.2q11.2) -3 Mb 31
del(22)(q11.2q11.2) - 1,5 Mb 03
del(22)(q11.2q11.2) — 3 Mb/ dup(22)(q11.23) 01
dup(8)(p23.1) 01
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Figura 4: Distribuicdo do nimero total de amostras encaminhadas de pacientes com e sem delecdo,
de acordo com a regido do pais.
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Figura 5 Grafico obtido ap6s a andlise em planilha especifica de Excel, mostrando o
resultado de uma amostra normal.
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Figura 6 Grafico obtido apds a andlise em planilha especifica de Excel, mostrando o
resultado de uma amostra com delecéo tipica de ~ 3 Mb (sondas CLTCL1 a LZTR1).
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Figura 7 Grafico obtido apds a andlise em planilha especifica de Excel, mostrando o
resultado de uma amostra com delecdo de ~ 1,5 Mb (sondas CLTCL1 a DGCRS).

m

Figura 8 Grafico obtido ap6s a andlise em planilha especifica de Excel, mostrando o
resultado de uma amostra com delecéo tipica de ~ 3 Mb (sondas CLTCL1 a LZTR1) e
duplicacdo em 22q11.23 (sondas SMARCB1 a SNRPD3).
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Alteracdo detectada por MLPA, ndo envolvendo a regido qll do cromossomo 22, foi
encontrada em apenas um paciente — dup(8)(p23.1) (Figura 9) — que também apresentou aberragao

cromossomica — 46,XY,der(11)ins(11;15)(p13;925q26).

Figura 9 Grafico obtido ap6s a andlise em planilha especifica de Excel, mostrando o
resultado de uma amostra com duplica¢éo em 8p23.1 (sondas PPP1R3B a GATA4).

Realizou-se aGH para o paciente com duplicagdo em 8p23.1 identificada por MLPA e
cariotipo 46,XY ,der(11)ins(11;?)(p13;?). Esta técnica revelou uma duplicacdo de 3.8 Mb em 8p23.1
[8.129.435-11.934.586 - hgl8] e uma duplicacdo intersticial de 17.09 Mb de q25.2 a q26.3
[81.869.248-98.962.477 - hgl8] no cromossomo 15. A partir da andlise conjunta do cariétipo e da
técnica de aGH o  caritipo  final deste  paciente foi  designado  como
46,XY,der(11)ins(11;15)(p13;925.2q26.3).arr 8p23.1(8,129,435-11,934,586)x3,
15925.2q26.3(81,869,248-98,962,477)x3. Deste modo, as caracteristicas clinicas do paciente foram

associadas a trissomia parcial da regido p23.1 do cromossomo 8 e a trissomia da regido distal do
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braco longo do cromossomo 15. O resultado dos exames de cariétipo dos pais foi normal. Com a

evolucdo do individuo, o quadro clinico ndo se manteve sugestivo de Sindrome de delecdo 22q11.2.

Também se realizou aGH para o caso que apresentou uma delecdo tipica em 22ql1.21 e

duplicacdo em 22q11.23. Esta técnica permitiu a confirmagdo destas alteracdes, revelando uma

delecdo de 2,5 Mb em 22q11.21 [17,256,416-19,795,835 - hgl8] e uma duplica¢do de 1,3 Mb em
22q11.23 [22,020,300-23,394,964 - hg18].

Considerando os resultados de caridtipo e de triagem de microdelecio por MLPA e FISH,
obteve-se conclusdo diagndstica em 38% dos casos (Figura 10).
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Figura 10 Frequéncia de alteragcdes encontradas nos 100 pacientes estudados.
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Nos casos em que houve detec¢do da delecdo 22ql1.2, foi solicitada amostra dos genitores

para investigacdo. Estas foram recebidas de ambos os genitores em 10 casos e, em trés, apenas a
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amostra da mae foi enviada. As andlises foram realizadas pela técnica de MLPA e, entre os 13 casos

analisados, ndo foram detectados genitores portadores.

5.3. Comparacao dos sinais clinicos apresentados pelos pacientes com e sem delecio em

22q11

Quanto ao género, entre os pacientes com dele¢do 15 eram do sexo masculino e 20 do sexo
feminino. Entre os pacientes sem delecdo, 33 eram do sexo masculino e 32 do sexo feminino. Quanto
a idade, foram encaminhados pacientes desde um més até 33 anos, sendo que a maioria eram
criangas ou adolescentes (Tabela 11). A propor¢do de pacientes com delecdo entre as faixas etdrias

encontra-se na Tabela 11 e na Figura 11.

Tabela 11: Distribuicao de pacientes com e sem delecdo entre as diferentes faixas etdrias.

ldade delegio (na3%)  delogio g T
Lactente: 0 — 2 anos 02 (29%) 05 (71%) 07
Pré-escolar e escolar: 2 — 12 anos 16 (32%) 34 (68%) 50
Adolescente: 12 — 18 anos 12 (37%) 20 (63%) 32
Adulto: > 18 anos 05 (45%) 06 (55%) 11
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Figura 11 Distribuicdo de idade dos pacientes com e sem delecao.

Quanto as anomalias palatais, insuficiéncia velofaringea foi a alteracdo mais frequente, sendo

observada em 51% e 37% dos pacientes com e sem delecdo, respectivamente (Tabela 12). Houve

diferenca estatisticamente significativa na frequéncia de FLP entre os pacientes com e sem delecao

(p=0,02) (Tabela 12).

A frequéncia de cardiopatia congénita entre os pacientes com e sem dele¢do encontra-se na

Tabela 13. Entre os 100 pacientes incluidos neste estudo, estes dados foram obtidos para 88, pois o

restante ainda ndo tinha o resultado do exame de ecocardiograma. Nao houve diferenca significativa

na frequéncia e no tipo de cardiopatia congénita entre os pacientes com e sem dele¢ao.
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Tabela 12: Frequéncia de anomalias palatais nos pacientes com e sem delecdo em 22q11.

Anomalia palatal Pacientes com Pacientes sem ’ Total
delecao (n=35) delecdo (n=65)

Insuficiéncia velofaringea 18 (51%) 24 (37%) 0,16 42%

FP 8 (23%) 14 (22%) 0,88 22

FP submucosa 7 (20%) 15 (23%) 0,72 22%

FLP/ FL 1 13 (20%) 0,02 14

Uvula bifida 4 (11%) 12 (18%) 0,36 16

*Insuficiéncia velofaringea e FP submucosa foram confirmadas por nasofibrolaringoscopia em 31 e
16 pacientes, respectivamente.

Tabela 13: Frequéncia de cardiopatia congénita em 30 pacientes com delecdo e 58 pacientes sem
delecdo em 22q11, que realizaram o ecocardiograma.

Pacientes com Pacientes sem

Cardiopatia congénita )/ Total
delecdao (n=30) delecdo (n=58)

Com cardiopatia 18/30 (60%) 25/58 (43%) 0,13 43/88
Defeito de septo interventricular 8/30 (27%) 8/58 (14%) 0,14 16/88
Anomalias conotruncais/

2/30 (7%) 5/58 (9%) 1,00 7/88
Tetralogia de Fallot
Defeito de septo interatrial/ CIA 4/30 (13%) 4/58 (7%) 0,44 8/88
Outros 4/30 (13%) 8/58 (14%) 1,00 12/88

A Tabela 14 descreve os dismorfismos faciais encontrados nos pacientes com e sem delecdo.
Apenas para parte dos casos (34) o geneticista clinico que atendeu o paciente afirmou se este possuia
ou ndo face caracteristica. Considerando estes 34 casos, houve diferenca estatisticamente

significativa (p=0,04) entre os pacientes com ou sem delecdo e face caracteristica. Também houve
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diferenca significativa para a presenca de face alongada (p=0,01) e queda palpebral (p=0,01). A
diferenca na frequéncia destes sinais se manteve significativa quando analisados em conjunto (face
alongada + queda palpebral; p=0,01). Além disso, também houve diferenca estatisticamente
significativa entre os pacientes com ou sem dele¢do que apresentaram de zero a dois dismorfismos
faciais (p=0,004), ou que apresentaram trés ou mais dismorfismos faciais (p=0,004) (Tabela 14). O
nimero médio de dismorfismos faciais apresentados pelos pacientes com delecdo foi 2,9 e sem
delecdo 2,2.

O desenvolvimento neuropsicomotor e comportamental foi descrito como alterado em todos
os pacientes com delecdo e em 86% dos pacientes sem delecdao (Tabela 15). Encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa entre a frequéncia de atraso ou distirbio de linguagem (p=0,02) e
dificuldade de aprendizagem (p=0,01) entre os pacientes com e sem delecdo (Tabela 15).

A frequéncia dos demais sinais clinicos apresentados pelos pacientes com e sem delecdo esta
descrita na Tabela 16. Encontrou-se diferenca estatisticamente significativa apenas para a presenca
de hipoacusia condutiva (p=0,02), sendo que essa foi encontrada nesta amostra com o dobro de
frequéncia nos pacientes com delecdo. Este sinal clinico foi encontrado em 13/31 pacientes com
delecdo (5/13 também com FP) e em 11/58 pacientes sem delecdo (6/11 também com FP ou FLP).
Quando comparadas as frequéncias, ndo foi encontrada associagdo significativa entre a presenca de

hipoacusia condutiva e FP ou FLP (p=0,19).
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Tabela 14: Frequéncia de dismorfismos faciais nos pacientes com e sem dele¢do em 22q11.

) . Pacientes Pacientes
Dismorfismos faciais P Total
com dele¢do sem delecdo

Face caracteristica

Sim 13 (37%) 16 (25%) 0,04 29
Nao 2 (6%) 13 (20%) - 15
Sem resposta 20 (57%) 36 (55%) - 56
Orelhas baixas/ dismorficas 17 (49%) 29 (45%) 0,70 46
Face alongada 27 (77%) 33 (51%) 0,01 60
Hipertelorismo 5 (14%) 14 22%) 0,38 19
Queda palpebral 19 (54%) 17 (26%) 0,01 36
Nariz tipico 24 (69%) 39 (60%) 0,40 63
Microcefalia 9 (26%) 9 (14%) 0,14 18
Face alongada + nariz tipico +queda 0,14

11 31%) 12 (18%) 23
palpebral
Face alongada + queda palpebral 16 (46%) 14 (22%) 0,01 30
Face alongada + nariz tipico 21 (60%) 27 (42%) 0,08 48
Niumero de dismorfismos faciais
0-2 11 31%) 40 (62%) 0,004 51
3-6 24 (69%) 25 (38%) 0,004 49
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Tabela 15: Frequéncia de alteracdes no desenvolvimento neuropsicomotor e comportamental nos
pacientes com e sem delecdo em 22q11.

Desenvolvimento neuropsicomotor e Pacientes Pacientes
~ . P Total
comportamental com delecdo  sem delegdo
Alterado 35/35 (100%) 55/64 (86%) - 90/99
RDNPM 19/35 (54%)  34/64 (53%) 0,91 53/99
Atraso/Distirbio de linguagem 20/35 (57%)  21/64 (33%) 0,02 41/99
Dificuldade de aprendizagem 27135 (T7%)  32/64 (50%) 0,01 59/99
Distdrbio de comportamento 14/35 (40%)  20/64 (31%) 0,38 34/99
Tabela 16: Frequéncia de sinais clinicos nos pacientes com e sem dele¢do em 22q11
Pacientes com  Pacientes sem
Carcacteristicas clinicas )/ Total
delecdo delecdo

Alteracdes imunoldgicas 18/29 (62%) 24/52 (46%) 0,17 42/81
Hipocalcemia - 1 - 1/81
Baixa estatura 8/32 (25%) 24/63 (38%) 0,20 32/95
Hipoacusia neurossensorial 3/31 (10%) 6/58 (10%) 1,00 9/89
Hipoacusia condutiva 13/31 (42%) 11/58 (19%) 0,02 24/89
Alteracdes oftalmoldgicas 12/29 (41%) 19/53 (36%) 0,62 31/82
Alteragdes neuroldgicas 8/23 (35%) 9/39 (23%) 0,32 17/62
Alteracgdes de trato urindrio 4/30 (13%) 6/55 (11%) 0,74 10/85
Alteracoes do sistema

12/33 (36%) 21/63 (33%) 0,77 33/96
gastrointestinal
Refluxo gastro-esofagico 8/33 (24%) 11/63 (17%) 0,43 19/96
Dificuldade alimentar 10/32 (31%) 25/63(40%) 0,42 35/95
Alteracgdes esqueléticas 11/32 (34%) 25/59 (42%) 0,46 36/91
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5.4. Calculo de custos

Uma estimativa de custos para cada procedimento, incluindo apenas insumos de laboratorio,
¢ descrita na Tabela 17. O custo total estimado, incluindo coleta, transporte de amostras e insumos
laboratoriais necessarios, foi de R$64,73 para cariétipo, R$258,71 ou R$140,23 (utilizando o
protocolo adaptado) para FISH, R$262,21 (utilizando o protocolo indicado pelo fabricante) ou
R$143,73 (utilizando o protocolo adaptado) para cariétipo + FISH e R$158,23 para MLPA. Nio
considerando os custos de coleta e transporte, o valor total em insumos de laboratério foi de R$27,50
para caridtipo, R$221,48 (utilizando o protocolo indicado pelo fabricante) ou R$79,00 (utilizando o
protocolo adaptado) para FISH, R$224,98 (utilizando o protocolo indicado pelo fabricante) ou
R$106,50 (utilizando o protocolo adaptado) para cariétipo + FISH e R$121,00 para MLPA. Estimou-
se que o custo com recursos humanos seria de R$182,80 para cada diagndstico, incluindo todas as

técnicas utilizadas neste trabalho.
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Tabela 17: Custos da investigacio de delecdo em 22q11.

Procedimento Valor por paciente
Coleta de amostras R$ 2,23

Transporte de amostras De R$ 20,00 a R$ 50,00 (dependendo do local)
Cultura de linfécitos RS 24,00

Bandamento G RS 3,50

FISH R$ 197,48/ RS79,00*

Extra¢do de DNA R$ 21,00

MLPA R$ 100,00

Valor sem coleta e transporte Valor incluindo coleta e transporte

Caridtipo R$ 27,50 R$64,73

FISH R$ 221,48/ R$79,00* R$258,71/ R$140,23*
Cariétipo + FISH R$ 224,98/ R$106,50* R$262,21/ R$143,73*
MLPA R$ 121,00 R$158,23

*Valor com protocolo adaptado.

5.5. Comparacao das técnicas utilizadas e recebimento de amostras para investigacao

Ambas as técnicas utilizadas neste trabalho possuem vantagens e desvantagens. A Tabela 18
retine as principais caracteristicas de cada uma. Com relacdo a qualidade da amostra necessaria,
considerou-se a qualidade da preparacdo cromossdmica e a qualidade do DNA que sdo necessarios
para a realizacdo com sucesso de suas respectivas técnicas. Para o nimero de etapas necessdrias,
considerou-se para FISH as seguintes etapas: incubacdo das amostras, preparagdo cromossomica,
preparacdo das laminas, pré-tratamento e hibridacdo, lavagem pds-hibridacdo e andlise; e para
MLPA: extracdo de DNA (realizada em duas etapas), quantificacdo do DNA, dilui¢do das amostras e
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hibridacdo, ligacdo, PCR, dilui¢do e preparacdo das amostras para leitura em sequenciador
automatico, leitura em sequenciador automatico e andlise dos resultados.

Quanto ao tempo necessdrio para o diagndstico foi considerado o tempo minimo em que €
possivel ter um resultado através destas técnicas, a partir do recebimento da amostra de sangue, de
acordo com os métodos utilizados neste trabalho. Para MLPA, neste caso, ndo foi considerada a

necessidade de juntar amostras para otimizacgao de custos.

Tabela 18: Caracteristicas das técnicas de FISH e MLPA.

Caracteristicas FISH MLPA
Tipo de amostra utilizada Linfocitos cultivados DNA
Qualidade da amostra necessaria De razoavel a boa Boa
Numero de loci testados por reacao Um Até 48
Nimero de amostras processadas em uma

_ Individual De 10 a 95
reagdo
Nimero de etapas necessarias Seis Nove
Complexidade dos procedimentos Alta Alta
Sensibilidade Alta Alta
Especificidade Alta (locus especifica) Alta (varias sondas em

22ql1)

Tempo necessario para diagndstico 3 —4 dias 3 —4 dias

Equipamentos basicos + ] )
Equipamentos bésicos +
microscépio de
Equipamentos necessarios ) ) termociclador +
fluorescéncia equipado com
sequenciador
filtros adequados
R$221,48/ R$79,00%*

Custo de insumos R$121,00

*Valor com protocolo adaptado.
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A maioria das institui¢des participantes optou pelo envio das amostras por servigo expresso
de postagem (Sedex®). Apenas duas instituicdes utilizaram o servigo de courrier (Varig Log® ou
Azul Carg0®). Trés instituicdes tiveram dificuldades no envio de amostras, quer por impossibilidade
de envio por servigo expresso de postagem através da instituicdo onde atendiam, quer por atraso e
ma organizacdo das empresas de transporte local que ofereciam servigo de courrier. Entre as 100
amostras encaminhadas, poucas tiveram atraso na entrega € em nenhum caso isso impossibilitou a
realizacdo das técnicas de FISH e MLPA.

A Figura 12 mostra o nimero de amostras recebidas mensalmente durante os 30 meses em
que estas foram encaminhadas, sendo este nimero bastante irregular. Houve apenas dois meses em
que nenhuma amostra foi recebida e o nimero maximo de amostras recebidas em um mesmo més foi

oito. O tempo médio para envio de resultado foi de um més para cariétipo e FISH e trés meses para

MLPA.

Numero de amostras encaminhadas

out/08
nov/08
dez/08
jan/09
fev/09
mar/09
abr/09
mai/09
jun/09
jul/09
ago/09
set/09
out/09
nov/09
dez/09
jan/10
fev/10
mar/10
abr/10
jun/10
jul/10
ago/10
set/10
out/10
dez/10

fev/11
mar/11

Figura 12 Distribuicdo do nimero de amostras recebidas mensalmente durante os 30 meses de
estudo.
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6. Discussao

As investigacdes em genética médica dispdem, atualmente, de uma extensa gama de técnicas
que permitem desde a identificacdo de aberracdes cromossomicas até alteragdes em um tnico par de
bases do DNA. Entretanto, a aplicacdo da genética para cuidados de saide ndo € tdo simples, de

maneira geral. E muito complexo estabelecer relevincia de determinados procedimentos

laboratoriais na satide publica pela diversidade de doencas e respectivas heterogeneidades clinicas.

O sistema de saude brasileiro é predominantemente publico, sendo o SUS responsavel pelo
custeio em saude de cerca de 80% da populagdo. O sistema de satde vigente no Brasil tem na
universalidade, equidade e integralidade seus principios orientadores [18, 80]. Segundo Cecilio
(2001) [81], esses principios estdo tdo profundamente entrelagados que chegam a configurar um
triplice-signo segundo o qual ndo hé integralidade e equidade sem que a universalidade de acesso

esteja garantida.

Como ja mencionado, a discussdo formal sobre o estabelecimento de uma politica publica de
saude em genética no Brasil foi iniciada em outubro de 2004, com a institui¢do do Grupo de
Trabalho de Genética Clinica [11] e resultou, quatro anos depois, na publicacdo da Politica Nacional
de Atencdo Integral em Genética Clinica [12], ainda ndo regulamentada. Um dos objetivos desta
portaria € o de incentivar a realizacdo de pesquisas e projetos estratégicos destinados ao estudo de

custo-efetividade, eficdcia e qualidade e incorporacdo de tecnologias na drea de genética clinica.

Os desafios para a implantacido da genética médica no sistema de satde brasileiro ainda sdao
muitos € ndo incluem apenas o alto custo das novas tecnologias para diagndstico molecular. As
dificuldades estdo desde o atendimento primdrio dos pacientes, j4 que o embasamento tedrico e

treinamento pritico em genética para profissionais da satde é bastante limitado. Por exemplo, em
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estudo preliminar do PCFB envolvendo 80 profissionais atuantes em programas de satde da familia,
observou-se despreparo dos profissionais da aten¢do bdésica para atuacdo em genética [82]. Além
disso, a maioria dos servigos situa-se em grandes regides metropolitanas, principalmente no sul e

sudeste, e faltam profissionais habilitados para atender a demanda existente [20, 24].

Por outro lado, em uma parte significativa de centros de atendimento em que profissionais
habilitados atuam hd vérios anos, ndo existe suporte laboratorial basico em genética. Desta maneira,
€ necessdrio encaminhar amostras para diagnodsticos para fora das respectivas unidades no mesmo ou

em outro estado do pais [13].

Entre as anomalias congénitas, as FOTs compreendem os defeitos congénitos mais
frequentes, reconhecidos como problema de satde publica. O seguimento de pessoas com FOTs
compreende investigacdo diagndstica especifica, tratamento por equipe multiprofissional e
aconselhamento genético. Um dos trabalhos do PCFB, que avaliou a inser¢do da genética clinica na
RRTDCEF, encontrou que entre 25 centros credenciados a RRTDCF, apenas 13 possuem geneticista
clinico e 15 mencionaram a necessidade de encaminhar pacientes a outros servicos para uma

avaliacdo genética completa (principalmente andlise citogenética e molecular) [14].

O presente estudo foi concebido e iniciado no contexto da reflexdo da Politica Nacional de
Atencao Integral em Genética Clinica e fecha um ciclo importante de estudos do PCFB, relacionados
ao reconhecimento de diferentes aspectos da atencdo a saide em FOTs no Brasil, visando a

proposicao de estratégias efetivas de incremento da atencdo a satde na drea [83, 84, 85, 86, 87].

Neste contexto, este trabalho procurou trazer a luz situacOes praticas da atengdo em genética
laboratorial e contribuir para a otimizagdo de estratégias diagndsticas na saide publica no Brasil, por

meio da implantacdo e da avaliacdo do funcionamento, durante 30 meses, de um centro de referéncia
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de diagndstico laboratorial de pacientes com anomalias palatais e suspeita de Sindrome de dele¢do

22q11.2.

A escolha desta condi¢do clinica como modelo baseou-se na organizacdo do sistema de
atencdo a sadde tercidrio para individuos com FOTs no SUS (RRTDCF), na constatacdo da
necessidade de encaminhar pacientes das unidades da RRTDCF para avaliacdo genética completa
(principalmente andlise citogenética e molecular) em estudo prévio do PCFB, na prevaléncia da
Sindrome de delecao 22q11.2 entre individuos com fendas orais e nas diferentes técnicas atualmente

empregadas para seu diagndstico [6, 14, 27, 67].

6.1. Disponibilidade do diagnéstico laboratorial para Sindrome de delecao 22q11.2 nas

instituicoes participantes deste trabalho

N

Com relagdo a disponibilidade de exames complementares, foram relatadas poucas
dificuldades na realizagdao dos exames complementares necessdrios para avaliacdo dos pacientes,
sendo que até mesmo os exames de nasofibrolaringoscopia e ressondncia magnética de cranio nao
estavam disponiveis em apenas trés e quatro centros, respectivamente. Entretanto, esta estimativa
considerou apenas o acesso ou ndo aos exames complementares. Foram observadas algumas
dificuldades, principalmente a demora para a realizacdo destes exames, sendo que para o exame de
ecocardiograma, por exemplo, ndo foi conhecido o resultado em 12 pacientes, até o encerramento

deste estudo.

Para os exames de nasofibrolaringoscopia, ecocardiograma e ressonancia magnética de

cranio, que tinham verba or¢amentdria deste estudo para a realizagdo em clinicas da rede privada, a
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maioria dos médicos geneticistas participantes teve dificuldade em estabelecer fluxo entre pacientes
e o servico. Os motivos foram: faltas em consulta médica agendada na qual o pedido seria fornecido,
dificuldade de transporte do paciente até o servico, auséncia de estrutura de servicos individuais para
convocar o paciente e, em boa parte dos casos, necessidade de sedacdo para exame. Além disso,
alguns médicos, em vista das justificativas acima, optaram por solicitar os exames na propria
instituicdo onde atendem, ou em outras institui¢des que fazem os exames através do SUS, visando
minimizar os transtornos para o paciente e aguardando o fluxo natural do sistema de saide, que tem

melhorado o acesso ao usudrio, de modo geral [19].

Muitas condi¢Oes geneticamente determinadas, assim como Sindrome de delecdo 22ql11.2,
apresentam comprometimento em diferentes 6rgidos e sistemas, com necessidade de atendimento
multidisciplinar e com avaliacdes e exames de diferentes especialidades, antes que uma hipétese
diagnéstica seja apontada. Assim, o sucesso do atendimento em genética, muitas vezes, torna-se
dependente dos demais profissionais e da infraestrutura de satide disponivel. Entretanto, entre essas
varidveis, nada indica que isso seja diferente do que ocorre com outras especialidades médicas.
Mesmo com acesso a exames gerais e complementares, a dificuldade de atendimento por médico
geneticista pode dificultar a interpretagdo completa e holistica dos resultados e, assim, a conclusao
diagnéstica. Este fato certamente € agravado pelo desconhecimento dos profissionais da satide sobre

genética médica e clinica [20, 24, 88].

Também foram apontadas dificuldades no envio de amostras por trés institui¢des. O desenho
deste estudo previu que o transporte das amostras para exames fosse realizado por transportadoras

contratadas que tém este servico discriminado. Porém, apenas trés instituicdes participantes
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utilizaram este servigo e houve atrasos na coleta e entrega em uma localidade e, em algumas cidades

o servigo foi descontinuado pela empresa.

Apesar de ndo ser a estratégia proposta neste estudo, a grande maioria dos servicos optou
pelo envio por servico expresso de postagem, sendo a principal justificativa a facilidade deste tipo de
envio por poder utilizar o sistema das proprias instituicdes de despacho para os correios. Contudo,
esta ndo € uma realidade em todos os servigos, sendo que dois apontaram a necessidade de despacho
e pagamento nos correios pelo médico geneticista ou pelo proprio paciente. Ressalta-se que os
correios ndo aceitam a postagem de remessas onde se declara o conteido como material biolégico
para andlise clinica-laboratorial, tais como: plasma, sangue e hemoderivados e componentes (6rgaos,
tecidos humanos, etc.)

(http://www.correios.com.br/Produtosaz/Complementos/NaoTransportamos.cfm).

Apesar desta restricdo dos correios, hd poucos servicos privados que permitem o transporte
de material bioldgico no pais, sendo que, neste trabalho foram observados problemas na utilizagao
destes servigos, como citado anteriormente. Estas dificuldades apontam para a necessidade de
organizagdo do sistema de envio de amostras, incluindo o estabelecimento de fluxo de acordo com

normas de vigilancia sanitdria para envio de amostras bioldgicas no pais.

Para as amostras que necessitam de cultivo celular precisa-se atentar para os dias da semana
de encaminhamento e prazos de entrega. Este cuidado deve ser tomado especialmente para as
amostras encaminhadas para o exame de caridtipo, que deve ser iniciado até quatro dias apds a coleta
do sangue [89]. A comunicacido entre os profissionais envolvidos e o planejamento adequado de cada
remessa de material € fundamental nesta situacdo. Notou-se neste trabalho, que para algumas regides

do pais, a entrega do material no laboratério de destino em tempo hébil para o cultivo de linfécitos
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necessita de muita aten¢do tanto dos profissionais que encaminham como dos profissionais que

recebem a amostra, exigindo cronograma especifico.

Ainda com relacdo ao envio de amostras, cinco centros relataram ter pacientes para os quais
nio puderam encaminha-las, sendo os principais motivos 0 ndo comparecimento a consulta agendada
e a dificuldade na reconvocacdo de pacientes atendidos anteriormente a disponibilidade do exame.
Isto reflete a realidade de saide de modo geral. Quanto ao ndo comparecimento em consultas
agendadas, isto poderia ser atribuido a motivos econdmicos e geograficos, incluindo a distancia e
falta de transporte dos pacientes das cidades de origem até os centros de atendimento. Estes aspectos
j& foram apontados em trabalhos anteriores do PCFB [35, 90]. No trabalho realizado por Fontes e
colaboradores (2012) [90], entre 23 pacientes portadores de FOTs do estado de Alagoas, aos quais
foi oferecido atendimento com equipe especializada no tratamento destes defeitos congénitos, apenas

9 (39,1%) compareceram a consulta agendada.

Outro aspecto importante com relacdo a busca e frequéncia nos servicos de saude € a
escolaridade dos pais ou responsdveis pelos pacientes, o que pode influenciar no reconhecimento e
entendimento da necessidade de atendimento e seguimento. Entretanto, em uma avaliacdo geral no
uso de servicos de saide no Brasil verificou-se que a renda influenciou mais o acesso do que a
escolaridade. Em particular, a renda mostrou-se fator importante no acesso aos servicos de satide das

criancas [19].

Ainda, o local de residéncia do usudrio afeta o acesso a servicos de saude, que melhora com
o grau de desenvolvimento socioecondmico da regidao [19]. Os residentes nas regides Sudeste e Sul

tiveram maior acesso do que os residentes nas outras regides. Esta realidade também se refletiu no
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numero de amostras encaminhadas de acordo com a regido do pais, no presente trabalho, o que sera

novamente discutido nesta secao.

Especificamente sobre atendimento em genética clinica, seria apropriado o envolvimento de
agentes de saude e servigo social locais, com um treinamento minimo em genética, para melhoria do

acesso de populacdo menos favorecida a este tipo de servigo.

Com relagdo a dificuldade na reconvocagdo de pacientes atendidos anteriormente, seria util a
formacdo de bancos de dados locais efetivos para caracterizacdo da necessidade de investigagdo
complementar em genética, quando exames especificos ndo estdo disponiveis na época do

atendimento.

Quanto aos exames laboratoriais disponiveis, cinco instituicdes apontaram a ndo
disponibilidade do exame de caridtipo. Este exame foi realizado no Laboratério de Citogenética

Humana/ UNICAMP para cinco institui¢des, trés do nordeste e duas do sul.

O cariétipo € a técnica mais antiga, presente em maior nimero de centros e util para diversas
situacOes clinicas em genética. Este estd sugerido entre os exames minimos pela portaria de inclusao
da genética no SUS e as instalagdes requeridas para sua realizagdo exigem equipamentos
laboratoriais rotineiramente presentes em laboratérios de andlises clinicas, exigindo poucas
adaptagdes. Apesar de ndo ser a técnica adequada para o diagnostico de delecao em 22ql1, esta € a
alternativa vidvel para afastar outras aberracdes cromossdmicas dentro da realidade atual do sistema
publico de satide brasileiro. Considerando estratégias em saude, este exame, apesar de ter substituto
mais moderno e tecnoldgico — os microarrays gendmicos — ainda é conclusivo em uma série de

condicdes genéticas.
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Mesmo sendo um exame de importante utilidade na avaliacdo genética e um dos Unicos
exames de genética incluidos na Tabela Unificada de Procedimentos, Medicamentos, Orteses,
Proteses e Materiais Especiais do SUS, a falta de acesso ao exame de cariotipo ja foi apontada em
trabalhos anteriores [13, 14] e ainda é um desafio aos servigos de genética em alguns estados do pais,
principalmente no norte e nordeste, onde os laboratdrios de citogenética sdo escassos ou inexistentes.
Além disso, para os servigos existentes, tanto publicos como privados, falta regulamentacdo
especifica quanto aos aspectos de controle de qualidade e recursos humanos com habilitacao

adequada.

Iniciativas para estabelecer guias de recomendagdes especificos para laboratdrios de
citogenética poderiam ser tomadas pelas Sociedades Brasileiras de Genética e Genética Médica,
como ocorre nos Estados Unidos e na Europa, onde o Colégio Americano de Genética Médica e a
Associacao Européia de Citogenética sdo responsdveis pela publicacdo destes documentos. Um
exemplo de controle de qualidade especifico para laboratorios de citogenética € o oferecido pelo
Colégio Americano de Patologia (CAP). A SBG, por meio de um comité de normatizagdo e
recomendagdes para procedimentos utilizados em laboratérios que prestam servigos na drea de
genética humana, disponibilizou em sua pagina na internet, um Guia de Boas Praticas Laboratoriais
em Citogenética e Genética Molecular Humana. Este, atualmente, estd em revisdo, sem
disponibilidade para acesso eletronico na pagina da SBG. Este ano, por iniciativa de citogeneticistas,
estd em processo de fundagdo a Associagdo Brasileira de Citogenética (ABRACITO) (Farah,

comunicagdo pessoal).

Devido as caracteristicas do exame de cariétipo, cujas andlises sdo individuais, que

demandam profissionais treinados por longo periodo, a implantacdo deste servico em algumas
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regides € dificil. Por outro lado, considerando este como um exame bdsico, de ampla aplicagcdo em
genética médica, e suas caracteristicas técnicas, seria adequado que o encaminhamento de amostras
para cariotipo fosse regionalizado, para laboratérios com demandas limitadas, e ndo concentrado em
poucos laboratérios, evitando grandes demandas, o que poderia trazer prejuizos a qualidade do

exame.

Para a investigacido de microdelecdes a técnica de FISH foi citada como disponivel por quatro
centros, a técnica de MPLA também por quatro centros e outros métodos moleculares por dois
centros. Apesar de todas as técnicas necessitarem de formacdo especializada, notou-se que a técnica
de MLPA teve implantagdo muito mais rdpida que a de FISH, considerando que a técnica de MLPA
foi descrita em 2002 e FISH em 1986. Isto ocorre principalmente devido as particularidades destas
técnicas, visto que FISH requer treinamento especializado, intenso e longo e as técnicas moleculares

necessitam habilidades mais simples, aprendidas mais rapidamente.

Quanto a infraestrutura, devido ao grande desenvolvimento da biologia molecular nos dltimos
anos, a presenca de centros equipados para a realizacdo dessas técnicas tende a ser maior que aqueles
com condigdes para realizar citogenética molecular (FISH). Deste modo, a tendéncia € que a
diferenca de infraestrutura entre instituicdes de pesquisa de diferentes regides do pais seja cada vez

menor para estas técnicas.

Os fatos expostos acima poderiam apontar, a longo prazo, para a utiliza¢do de técnicas apenas
moleculares como uma alternativa mais rapida de ser implantada, porém ndo afastaria a necessidade
de caridtipo, pois estas técnicas permitem testar apenas regioes especificas, e ndo permitiriam excluir

outras aberracdes cromossOmicas.
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Uma alternativa que contemplaria as duas possibilidades de investigagdo em um unico
experimento seria a utilizagdo da tecnologia de aGH, que permite uma andlise gendmica com
resolucdo muito maior do que o exame de cariétipo. Porém, estas ainda tém custo muito elevado no
Brasil, tanto em infraestrutura como em insumos laboratoriais, € o acesso ainda é restrito, mesmo em
servicos privados. Portanto, ndo foi levada em conta na andlise dos métodos disponiveis nas
institui¢cdes. Em vista do custo e eficiéncia das diferentes técnicas, hd um estudo brasileiro recente

abordando a agregacdo de diferentes tecnologias laboratoriais para diagnostico [75].

O diagnoéstico de microdelecdes cromossdmicas, incluindo a delecdo em 22ql1, no servigo
publico de satde no Brasil s6 ocorre, até 0 momento, com a participacdo dos pacientes em projetos
de pesquisa, pois ndo hd cobertura do SUS para tais exames. Dois dos servi¢os deste estudo servigos

relataram j4 ter tido este exame disponivel temporariamente com recursos de assisténcia.

Existem pelo menos quatro centros de pesquisa em genética no pafs que ja realizaram
trabalhos com a Sindrome de dele¢do 22q11.2, incluindo o diagndstico laboratorial [53, 70, 74, 75).
Todos estes centros estdo no sul e sudeste e a disponibilidade do diagndstico encerra-se com o
término do projeto. Na grande maioria das vezes, isso ocorre devido ao término dos recursos
financeiros e também a falta de manuten¢do dos profissionais na institui¢do, que sdo principalmente
alunos de pés-graduacdo. Deste modo, sete servigos participantes deste trabalho j4 tiveram em algum
momento a investigacdo de delecdo em 22ql1 disponivel na prépria institui¢do ou em outra que

aceitava receber amostras.

Nota-se que o diagndstico de delecio em 22ql1, quando disponivel no setor publico, na
maioria das vezes sé era possivel no ambito da pesquisa cientifica, apontando para uma necessidade

de sadde regulando a pesquisa cientifica. Ainda, a presenca tempordria de exames reforca a
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desigualdade entre os usudrios com mesma necessidade. A descontinuidade do diagndstico conforme
término de projetos de pesquisa aumenta a iniqiiidade entre os individuos que necessitam do
diagndstico, ficando estes na dependéncia dos interesses cientificos e possibilidades das institui¢cdes

onde sdo atendidos.

Além disso, a vinculacdo do diagnéstico a pesquisa cientifica acentua as desigualdades
regionais de acesso, sendo que a maioria dos centros de pesquisa que ji fez este diagnostico situa-se
nas regides Sul e Sudeste. Os sete centros participantes que mencionaram ter acesso a este
diagndstico em algum momento sdo das regides Sul e Sudeste, nenhum centro do Nordeste

mencionou acesso anterior.

O diagnéstico por meio de pesquisas cientificas, na maioria das vezes € realizado com
recursos humanos temporérios (alunos de pds-graduacio), o que contribui para a descontinuidade do
procedimento. Outra questdo € a tendéncia de repasse do custo de assisténcia para agéncias de
fomento em pesquisa, quando deveriam ser desenvolvidas estratégias para geracdo de parametros

para indicacdo e gerenciamento da realizagdo de exames pelo servigo de sauide.

Com relacdo ao ndmero de amostras encaminhadas de acordo com a regido do pais em que os
centros se localizam, pode-se notar diferenca entre as regides, sendo o maior nimero de amostras
encaminhados da regido Sul e o menor nimero da regido Nordeste (Figura 4). Considerando que o
nimero de centros entre as diferentes regides estava bem distribuido, quatro no Sul e Sudeste e trés
no Nordeste (Tabela 3), o baixo de nimero de amostras encaminhadas por esta tltima pode refletir a
maior dificuldade de atendimento em genética clinica nesta regido, como ja apontado em trabalhos

anteriores [13, 24, 36].
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Alguns centros participantes encaminharam poucas amostras (Tabela 3). Isto pode refletir a
dificuldade dos centros em manter uma base de dados de suspeita diagndstica e, também, de re-
convocar pacientes atendidos anteriormente com suspeita clinica de S. del 22q11.2. Geralmente, os
atendimentos em servicos de genética clinica tém longos intervalos entre os retornos. Esta poderia
ser uma razao pela qual muitos pacientes ndo completaram a investigacdo clinica, ou seja, a suspeita
de S. del 22q11.2 ainda ndo havia sido formalizada, por falta de exames ou reavaliacdo diagndstica,
ou ainda, ndo tenham sido atendidos durante o periodo. Por outro lado, como o critério de inclusao
foi anomalia palatal e a Sindrome de delecdo 22q11.2 é a condicdo clinica com FP mais frequente,
seria esperado um numero maior de casos, ji que pelo menos trés servigos participantes sdo da
RRTDCF. Mesmo assim, justamente por serem servigos especializados, os retornos podem ser mais
espacados.

O servigo que encaminhou o maior nimero de amostras (33) foi o CAIF (Curitiba, PR). Este
¢ um hospital especializado com represamento de casos com suspeita clinica de Sindrome de dele¢ao
22ql11.2 e boa infraestrutura de exames subsididrios, o que permitiu aventar a suspeita clinica e
encaminhar rapidamente os casos. O servico que encaminhou o menor nimero de amostras (01) foi
de Fortaleza (CE), onde hd um unico geneticista que atende toda a demanda de FOTs no servigo
publico do estado e hd dificuldades de acesso a exames subsididrios. O unico centro do Nordeste que
encaminhou numero significativo de amostras (10) foi de Maceid. Isto ocorreu porque, no periodo de
realizacdo deste trabalho, os geneticistas deste estado fizeram uma forca-tarefa, envolvendo
diferentes projetos de pesquisa vinculados ao PCFB e que resultaram no atendimento de pacientes
com FOTs [90]. Outros centros participantes que encaminharam nimero muito baixo de amostras

atendiam pacientes com anomalias palatais esporadicamente.
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6.2. Exames laboratoriais

O resultado do caridtipo foi considerado normal em 89 casos, incluindo quatro casos de
heteromorfismos cromossdmicos, e alterado em quatro. Em sete casos este exame ndo pode ser
realizado porque ndo foi encaminhada amostra para cultivo de linfécitos ou por falha nesta técnica

(Tabela 9).

A delecio em 22qll foi detectada por esta técnica em apenas um caso. Isto mostra a
ineficiéncia do cariétipo para a deteccdo desta delecdo. Por outro lado, foram encontradas aberragoes
cromossOmicas nao envolvendo a regido 22qll em trés casos, o que mostra a necessidade de

utilizacdo desta técnica para diagndstico diferencial, devido a grande heterogeneidade clinica

observada em dele¢do 22ql1.

A incorporacdo de um centro de referéncia laboratorial de genética em institui¢cdes de ensino
e pesquisa € uma excelente estratégia, pois minimiza custos de infraestrutura e permite a utilizagao
de recursos complementares, caso seja de interesse da familia, para completar a investigacdo e (ou)
contribuir em pesquisa. Isso também possibilita mais recursos e experiéncia profissional para a
interpretacdo e avaliacdo mais apurada e cuidadosa dos resultados. Em dois casos deste estudo que

apresentavam aberracdo cromossOmica realizou-se a técnica de aGH como estudo complementar.

Para o paciente com cariétipo 46,XY,der(9)ins(9;15)(q32;q12qg21), apesar de o resultado do
cariltipo jd ter permitido conclusdo diagndstica e aconselhamento genético da familia, a andlise por
aGH permitiu um refinamento do segmento do cromossomo 15 inserido no cromossomo 9.
Verificou-se que a regido duplicada do cromossomo 15 era de q21.1 a q22.31 e ndo de ql12 a 21

[91].
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J4 para o paciente com caridtipo 46,XY,der(11)ins(11;?)(p13;?), a aplicacdo da técnica de
aGH foi fundamental para a identificacdo do segmento inserido no cromossomo 11. Identificou-se
uma duplicagdo de 17.09 Mb de q25.2 a q26.3 do cromossomo 15, sendo que este segmento
duplicado estava inserido no cromossomo 11. Esta técnica também confirmou a duplicacdo em
8p23.1 identificada pela técnica de MLPA. As sondas para esta regido estdo incluidas no kit de
MLPA, pois ja foram relatados casos com delecdo desta regido em pacientes com cardiopatias
congénitas, especificamente anomalias conotruncais [92], porém este paciente apresentou duplicagdo
ao invés de delecdo. O seu fendtipo deve ser associado tanto a duplicagdo em 8p23.1 como em
15925-26 e provavelmente esta dltima € a responsdvel pela maioria dos sinais clinicos observados no

paciente, devido ao tamanho e conteudo das regides envolvidas [93].

Embora ambos os pacientes apresentassem caracteristicas fenotipicas em comum, como
cardiopatia congénita, anomalia palatal, dismorfismos faciais e atraso no desenvolvimento, e
duplicacdes em 15¢, estas eram de regides distintas. Com a evolucdo destes pacientes, o quadro
clinico ndo se manteve sugestivo de Sindrome de delecdo 22q11.2. Aqui, nota-se a dificuldade no
diagnéstico clinico desta condi¢do clinica, por incluir sinais dismoérficos muito comuns e
inespecificos, observados em diversos tipos de aberracdes cromossdmicas. Desse modo, é esperado

encontrar alteracOes em outras regides gendmicas em pacientes com suspeita de delecdo em 22ql11.

Em um caso em que se encontrou cromossomo marcador, a paciente ndo apresenta delecdo
em 22q11, o que pode reforcar a suspeita de que este marcador seja responsavel pelas caracteristicas
clinicas observadas. Entretanto, os genitores ainda ndo foram investigados e nio se pode afirmar que

o marcador € responsavel pelo fendtipo da paciente, enquanto ndo se souber a sua origem e se ele
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contém ou ndo genes. A conclusio deste caso depende da andlise do caridtipo dos genitores e de

estudo complementar com outras técnicas, como aGH, que poderdo ser realizadas no futuro.

Encontraram-se aberragdes cromossomicas nao envolvendo o cromossomo 22 em trés de 93
casos. Estes casos reforcam a importancia de se realizar exame de caridtipo de boa qualidade em
casos suspeitos de Sindrome de dele¢do 22ql1.2. Este resultado é semelhante ao de trabalhos
realizados anteriormente que encontraram outras aberracdes cromossOmicas em 1,7% a 3,7% dos

pacientes [41, 51, 55].

Encontrou-se delecdo em 22ql1 em 35% dos pacientes. Considerando que hd uma grande
variabilidade fenotipica inter e intra-familial e mais de 100 diferentes sinais clinicos jia foram
associados a esta condi¢do clinica, a suspeita de Sindrome de delecdo 22q11.2 € um desafio clinico
devido a auséncia de critérios bem definidos. Além disso, ndo hd uma caracteristica clinica tinica ou
um grupo de caracteristicas clinicas que estd presente em todos os individuos afetados. Neste estudo,
partiu-se da premissa unica de que a suspeita foi aventada por médico geneticista, que poderia ter
maior experiéncia na avaliacdo clinica dismorfoldgica.

A porcentagem de pacientes com caracteristicas clinicas da Sindrome de delecao 22q11.2 que
realmente apresentam esta microdelecdo € muito varidvel nos diferentes trabalhos realizados, sendo
de 10% a 90% (Tabela 2) [47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54]. Isto se deve aos diferentes critérios de

inclusdo adotados nos estudos e a sua grande heterogeneidade clinica.

Pode-se notar na Tabela 2 que apenas um trabalho que incluiu 15 pacientes teve uma
porcentagem alta de casos com delecdo em 22ql1, provavelmente porque estes foram muito bem
selecionados para inclusdo no estudo. Todos os trabalhos que tiveram casuistica maior que 100

pacientes, apresentaram menor frequéncia de casos positivos para delecdo em 22q11.
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Fica clara a diferenca de distribuicdo de casos com dele¢do de acordo com as diferentes
regides do pais de onde foram encaminhados (Figura 4). Entre as amostras encaminhadas da regido
Sul a frequéncia de delecdo foi de 48% e da regido Nordeste foi de 13%. Isso pode refletir
novamente as dificuldades do sistema de satde e do atendimento em genética clinica, incluindo o
acesso a especialista e exames complementares, da regido Nordeste. Quanto a menor frequéncia de
delecdo nos casos do Sudeste, se comparado a regido Sul, isto poderia ser devido a maior oferta deste
diagndstico nesta regido, pois todos os centros desta regido relataram ter acesso ao diagndstico de
delecdo em 22q11. Deste modo, um maior niimero de pacientes com suspeita de delecdo poderia ser

testado, com o objetivo de exclusdo desta alteracao.

Quanto aos tipos de delecdo encontrados em 22qll, 91% eram delecdes de trés Mb e 9%
delecdes de 1,5 Mb, o que estd de acordo com a literatura, na qual se aponta que cerca de 85% a 90%
dos pacientes com delecdo apresentam a delecdo tipica de 3 Mb [46]. Nao foram encontradas
delecdes atipicas e em um caso com delecdo de 3 Mb, encontrou-se também uma duplicacao distal a

esta regido, em 22q11.23.

O paciente no qual foi encontrada esta alteracdo € do sexo masculino, com nove anos na
época do diagndstico e apresenta caracteristicas clinicas compativeis com delecio em 22qll,
incluindo cardiopatia congénita (refluxo tricdspide), insuficiéncia velofaringea e voz anasalada,
orelhas baixas e nariz tipico, atraso de linguagem e dificuldade de aprendizagem. Apds revisao da
literatura, apenas um caso semelhante com delecdo e duplicacio em 22ql1 concomitantes foi
descrito anteriormente [94]. A duplicacdo desta regido parece estar associada a sinais clinicos muito
leves ou nenhum sinal clinico e as caracteristicas clinicas observadas no paciente provavelmente sao

decorrentes apenas da delecdo, ndo tendo a deteccdo desta duplicagdo implicagdo importante do
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ponto de vista de diagnostico. Estudos confirmatdrios pela técnica de FISH e investigacdo dos

genitores estdo em andamento.

Nos casos em que se encontrou delecdo, foram solicitadas as amostras dos genitores, pois
cerca de 10% dos casos € herdado de um genitor, em geral, com quadro clinico pouco significativo
[95], sendo importante a investigacdo dos genitores para realizacdo do aconselhamento genético.
Quando um dos genitores possui a dele¢do o risco de recorréncia é de 50%, e quando ambos sdao
normais o risco de recorréncia considerado no aconselhamento genético € de aproximadamente 1%

[95].

Em 10 casos foram enviadas as amostras de ambos 0s genitores e em trés casos apenas a
amostra da mae foi enviada. As andlises foram realizadas pela técnica de MLPA e, entre os 13 casos
analisados, ndo foram encontrados genitores portadores. Aqui, novamente notam-se as dificuldades
de atendimento e seguimento dos pacientes. Provavelmente os retornos com longos intervalos e a
distancia de moradia dos pacientes até os centros de atendimento foram motivos que contribuiram

para o ndo encaminhamento de amostras dos genitores.

Com relacdo ao aconselhamento genético, apesar de os cuidados de saide serem realizados de
acordo com os sinais apresentados pelo paciente, independente da presenca ou ndo de delecdo, a
conclusdo diagndstica permite que o médico faca um progndstico mais preciso e orientacdes quanto a
condutas antecipatérias mais especificas. Todos os resultados foram encaminhados aos médicos
responsdveis pelos pacientes para que estes, quando pertinente e se desejado pelos pacientes ou pelos

seus responsaveis, realizassem o aconselhamento genético.

Ao contrario de outras condi¢des geneticamente determinadas, a Sindrome de delecdo

22q11.2 nao impossibilita a capacidade reprodutiva de seus portadores, embora um estudo recente
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tenha apontado para uma sele¢do desfavordvel na geracdo de prole para estes individuos,
especialmente para aqueles do sexo masculino [96]. Entretanto, devido a melhoria das condicdes de
saude incluindo cirurgias cardiacas, tratamentos especificos para anomalias palatais, assim como
outros cuidados que melhoram a qualidade de vida dos pacientes, a propor¢do de individuos com
Sindrome de delecdo 22q11.2 com possibilidades de procriacdo pode ser significativa. Deste modo, é
importante o oferecimento de aconselhamento genético completo, em que se aborda, ente outros
assuntos, o de risco de recorréncia de 50% para os individuos portadores desta delecdo. Neste
trabalho, metade dos pacientes com dele¢dao eram adolescentes ou adultos (Tabela 11 e Figura 11), o
que traz repercussdes sobre a importancia do diagndstico laboratorial para orientagdes mais precisas

sobre os riscos reprodutivos.

Ainda referente a idade, a maioria dos casos encaminhados tinha mais de um ano de idade,
predominando o grupo entre um e 11 anos. Este dado mostra que os sinais clinicos nem sempre sao
evidentes ao nascimento, reforcando a necessidade de seguimento longitudinal de individuos com
FOTs. A idade de envio da amostra pode refletir a dificuldade de acesso ao especialista e (ou) ao
exame especializado. Dado semelhante foi obtido em outros estudos do PCFB [90, Monlleé et al.,

em redacdo].

6.3. Comparacao dos sinais clinicos apresentados pelos pacientes com e sem delecio em

22q11

Foram observadas diferencas significativas para alguns sinais clinicos. Sdo estes: auséncia de
FLP/FL, presenca de face caracteristica, face alongada, queda palpebral, nimero de dismorfismos

faciais, atraso/ distirbio de linguagem, dificuldade de aprendizagem e hipoacusia condutiva.
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Entretanto, como o fendtipo € extremamente varidvel, estes sinais podem ser considerados para
reforcar a suspeita diagndstica S. Del 22q11.2, mas ndo podem ser considerados como critérios de
inclusdo para investigacdo de delecdo em 22qll. Vale lembrar que ndo hd nenhum sinal clinico

especifico que esteja presente em todos os individuos afetados [45].

Comparando a frequéncia de alguns sinais clinicos encontrados neste estudo com dados da
literatura apresentados na Tabela 1, observou-se que, de um modo geral, as frequéncias encontram-se
dentro do esperado. Nos casos em que as frequéncias nio estdo dentro do esperado, isto se deve
provavelmente ao pequeno numero amostral (35 pacientes) no presente estudo, quando comparado

ao estudo citado (906 pacientes) [45].

Considerando que a Sindrome de delecdo 22q11.2 € a condi¢do geneticamente determinada
mais comum em pacientes com FP, alguns trabalhos conduzidos por diferentes grupos, realizaram a
triagem de microdelecdo em uma série de pacientes com anomalia palatal, desconsiderando se esses
possuiam ou ndo outros sinais clinicos sugestivos dessa condi¢do clinica. Estes estudos
demonstraram um indice muito baixo de casos positivos (0-5%). Alguns autores concluiram que nédo
€ justificdvel a triagem da microdelecdo neste grupo de pacientes [9, 65, 97] e apenas um sugeriu que

seria vidvel a triagem em todos os pacientes com FL/P [98].

No presente trabalho, considerando que os pacientes com anomalia palatal e hipdtese
diagnéstica de Sindrome de delecdo 22ql11.2 apresentam, além da anomalia palatal, outros sinais
clinicos que, em conjunto, sugerem a hipdtese diagndstica, observou-se que a avaliagdo clinico-
dismorfolégica com exame fisico dirigido, realizado por médico geneticista experiente e muitas
vezes em servico especifico de atencdo a portadores de FOTs — no qual esta condicdo clinica é

frequentemente considerada como diagndstico diferencial — permitiu a otimizac¢do da indicagao do
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exame laboratorial. Refor¢a-se, ainda, que a avaliacdo clinica especializada foi um diferencial deste
estudo, quando comparado com resultados de outros trabalhos [9, 65, 97]. A abordagem
sistematizada de indicagdes de investigacdo de delecdo em 22ql1 € um dos objetos de investigacao

do PCFB, cujos resultados estdo em anélise.

Encontrou-se diferenca estatisticamente significativa para a presencga de hipoacusia condutiva
(p=0,02) ente os pacientes com e sem delecdo. Quando analisadas em conjunto, a presenca de
hipoacusia condutiva e FP ou FLP, entre o grupo total de pacientes com hipoacusia condutiva (24),
11 também apresentavam FP ou FLP. No grupo com delecdo e hipoacusia condutiva, cinco pacientes
também apresentavam FP, e no grupo sem delecdo e hipoacusia condutiva, quatro pacientes
apresentavam FP e 2 FLP. Quando comparadas as frequéncias, ndo foi encontrada associagdo
significativa entre a presenca de hipoacusia condutiva e FP ou FLP (p=0,19). Entretanto, esses dados
devem ser considerados com reserva, pois a presenca de fenda palatal, de modo geral, pode levar a

otites cronicas, acarretando deficiéncia auditiva condutiva [99].

6.4. Calculo de custos

Quanto a estimativa de custos para a realizacdo das técnicas utilizadas neste trabalho,
considerando os custos com material de coleta, transporte do material e de insumos laboratoriais, o
valor para caridtipo + FISH foi de R$262,21 (utilizando o protocolo indicado pelo fabricante) ou

R$143,73 (utilizando o protocolo adaptado), e apenas para MLPA de R$158,23.

Para a coleta de material ndo foram computados recursos humanos. Apesar de este
procedimento ndo diferir dos exames gerais de patologia clinica, este foi um ponto critico para

alguns servicos, que ndo tinham sequer mao de obra ou estrutura adequada para realizar a coleta. Por
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outro lado, pela frequéncia de exames, este valor poderia ser diluido nos custos de outros
procedimentos de coleta realizados nos servigos de atendimento. Também, por ser um procedimento
comum e necessdrio para diversas especialidades clinicas, a disponibilidade de mao de obra e
instalacdes adequadas para coleta deveria ser responsabilidade das instituicdes onde os pacientes sdo

atendidos.

Também nao foram considerados os custos de infraestrutura para a realizacdo dos exames. A
aquisi¢cdo de infraestrutura exclusivamente para investigagcdo de exames genéticos, sem planejamento
de qual(is) técnica(s) e para qual(is) doenga(s) provavelmente seria um grande empecilho para a
implantacdo deste tipo de exame no sistema publico de satde. Deste modo, neste momento, seria
vidvel a realizacdo do diagndstico para assisténcia aos pacientes, utilizando a infraestrutura ja
disponivel em centros de pesquisa, o que foi demonstrado neste trabalho. Especialmente, se for
considerado o nimero de investigacdes mensais, que ocorreu neste estudo. Entretanto, ndo se deve
descartar a revisao desta estratégia, a partir do momento em que dados epidemioldgicos forem mais

bem conhecidos na populagdo brasileira.

Os custos com recursos humanos foram estimados em R$182,80 para cada diagndstico.
Entretanto este valor foi calculado considerando a realizacdo de todas as técnicas utilizadas neste
trabalho. Os custos com recursos humanos apenas para a realizacio de MLPA ou FISH seriam
menores do que este valor. Comparando-se com o exame de caridtipo, estas técnicas si0 menos
dispendiosas. De todo modo, o exame de caridtipo ndo pode ser dispensado na investigacdao

diagndstica de S. del 22q11.2, por conta das possiveis fenocdpias.

A formagdo de profissionais para a realizacdo do exame de caridtipo € demorada, levando-se

pelo menos um ano para que este profissional tenha autonomia na andlise citogenética. Além de
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requerer capacitacdo profissional extensa, este exame ndo € automatizado, requer andlise individual,
que também € demorada e tem como consequéncia maior custo com recursos humanos para cada

exame realizado.

O exame de caridtipo estd atualmente incluido na Tabela Unificada de Procedimentos,
Medicamentos, Orteses, Proteses e Materiais Especiais do SUS, com valor de R$32,48, o que é
claramente insuficiente para a cobertura de insumos e recursos humanos. Este € um dos exames
sugeridos como fundamental na atencdo integral proposta pela Politica de Genética no SUS. Tendo
em vista a necessidade de habilitacdo especifica e a infraestrutura necessaria para realizacdo desta
técnica, uma alternativa que poderia ser utilizada de imediato seria a utilizacdo de infraestrutura de
institui¢des de pesquisa onde a técnica jd estd implantada, com a incorporagdo de recursos humanos

com vinculo empregaticio com SUS.

Atualmente, com o advento de novas tecnologias, a andlise de custo-efetividade é uma
importante ferramenta para avaliagdo dos beneficios gerados com o aumento dos gastos em saude.
Um dos instrumentos para a andlise de custo-efetividade € razdo custo-efetividade incremental
(RCEI) ou “Incremental Cost Effectiveness Ratio” (ICER). Entretanto, na situacdo deste estudo, esta

andlise ndo foi pertinente.

6.5. Comparacao das técnicas utilizadas e recebimento de amostras para investigacao

Com relacdo as vantagens e desvantagens das técnicas utilizadas, a técnica de MLPA requer
pequenas quantidades de DNA, porém de boa qualidade. J4 para a técnica de FISH, apesar de ser

possivel a utilizagdo de qualquer célula nucleada, a utilizacdo de linfdcitos cultivados € a amostra de
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preferéncia, pela qualidade e possibilidade de se analisar células em metafase. Deste modo, mesmo
quando hd limitacdo de material, ambas as técnicas sdo eficazes, pois o preparo das amostras pode
ser realizado a partir de apenas 1 mL de sangue venoso. Atualmente, para a técnica de MLPA, até
mesmo protocolos utilizando amostras de DNA extraidas de sangue em papel-filtro ja estdo
disponiveis [100], porém isto sé seria justificivel em condi¢des especiais, por impossibilidade de

coleta de sangue venoso.

A vantagem da utilizacdo de DNA e ndo de linf6citos cultivados, é que o processamento das
amostras ndo € tdo dependente do tempo de transporte. Por outro lado, considerando-se o cariétipo
como exame fundamental para a investigacdo diagndstica em S. del 22ql11.2, as mesmas amostras
utilizadas para este exame podem ser também utilizadas para a técnica de FISH, diminuindo-se o

custo com extracdo de DNA.

Ambas as técnicas tém sensibilidade alta, porém a grande limitacao na técnica de FISH € que
nesta utiliza-se apenas uma sonda para a regido 22ql1, sendo que na técnica de MLPA, o kit usado
neste estudo contém 30 sondas para esta regido. Além disso, este kit possui sondas em outras regides
gendmicas nas quais delecdes foram descritas anteriormente em pacientes com fenétipo semelhante a

S. del 22q11.2.

Estima-se que cerca de 3% dos pacientes apresentam delec¢des atipicas em 22ql1 [46], as
quais ndo foram encontradas neste estudo. Estas ndo seriam detectadas pela técnica de FISH
utilizando apenas a sonda TUPLEI. Trabalhos recentes também sugerem que a sonda de FISH
comumente utilizada deveria ser a sonda para a regido do gene 7TBX! ao invés do gene TUPLEI, pois
algumas dele¢des atipicas ndo incluem o gene TUPLEI, mas incluem o 7BXI. Deste modo, a

utilizacdo da sonda para o gene TBX/ aumentaria a sensibilidade para o diagnostico por FISH [101].
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Quanto a especificidade, ambas as técnicas sdo altamente especificas. Comparando os
resultados obtidos por ambas as técnicas nos pacientes estudados, todos foram concordantes e nio
houve nenhum resultado falso-positivo. Na técnica de FISH, a especificidade é garantida por esta ser
qualitativa e visual. Além disso, o kit com a sonda para 22q11 possui uma sonda controle em 22q13.
Ja a técnica de MLPA possui 30 sondas na regido 22ql1, sendo que nos casos com delecdo tipica,

observam-se 14 sondas deletadas, o que garante a especificidade do método.

Ambas as técnicas tem nivel de complexidade de médio a alto e necessitam de equipamentos
especificos. Para MLPA, a andlise dos resultados depende de sequenciador automadtico, que é um
equipamento com altos custos de aquisicdo e manuten¢do. O treinamento de recurso humano para
operacdo do sistema e interpretacdo do resultado para elaboracdo de laudo final, entretanto, € de
média complexidade. Além disso, como o método € quantitativo, hd necessidade de utilizacdo de
controles normais em cada reagcdo, o que inviabiliza a andlise individual das amostras. Para diminuir
os custos, o ideal € analisar pelo menos 10 amostras ao mesmo tempo, o que pode resultar em atrasos
na liberacdo do resultado. Isso seria minimizado no sistema de laboratério de referéncia, no qual se

supde o recebimento de um maior nimero de casos.

J& a técnica de FISH, por ser qualitativa, permite a andlise individual dos casos, o que resulta
em liberacdo mais rapida dos resultados. Além disso, apesar de também precisar de equipamentos
especificos (microscépio de fluorescéncia equipado com sistema de captura de imagens), estes tém
manutencdo mais simples que um sequenciador automdtico. Com relagdo a pessoal qualificado, o
treinamento de um citogeneticista € de no minimo um ano, para independéncia em todas as técnicas
necessdrias desde a cultura celular, andlise por bandamento G, FISH, descricdo citogenética e

elaboracao de laudos.
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O tempo minimo para resultado de ambas as técnicas, considerando todos os procedimentos
envolvidos, € de trés a quatro dias. Porém, neste trabalho o tempo médio para envio de resultado foi
de um més para cariétipo e FISH e trés meses para MLPA. Isso ocorreu, pois neste estudo a andlise
das amostras seguiu a rotina dos laboratorios onde foi realizado e ndo havia pessoal exclusivo para a
realizacdo destes exames. Além disso, a manutencdo de equipamentos também foi responsdvel por
atrasos na liberacdo de resultados. Em laboratdrios particulares que realizam estes exames, o0 prazo

para entrega do resultado € em torno de 15 a 45 dias.

Para MLPA, este tempo foi devido a necessidade de nimero minimo de amostras para
andlise, como exposto anteriormente. A Figura 12 mostrou a variagdo no nimero de amostras
recebidas em cada més durante este trabalho, onde se pode observar que o nuimero méiximo de
amostras recebida em um més foi oito, em dois meses nenhuma amostra foi recebida e em quatro

meses apenas uma amostra foi recebida.

Considerando que foram enviadas amostras de 11 centros diferentes e que a Sindrome de
delecdo 22q11.2 é a sindrome de microdelecio mais comum, a necessidade de se juntar amostras
para andlise seria um problema para centros especializados no diagndstico de apenas uma sindrome
de microdelecdo. Uma alternativa para a utilizagdo da técnica de MLPA, seria que os centros de
diagnéstico oferecessem o diagndstico das principais sindromes de microdele¢do e nao apenas de
uma delas, pois assim poderia ser utilizado um kit de MLPA (Salsa MLPA kit PO64 — Mental
Retardation-1 — MRC-Holland®) que contém sondas para as sindromes de microdelecdo mais
comuns. Deste modo, o nimero mensal de amostras poderia ser maior e haveria otimizagdo de custos

e tempo para entrega de resultados.
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O protocolo adaptado para a técnica de FISH, incluindo a diminui¢do da drea de hibridagao
na lamina e a diluicdo da sonda em tampao de hibridagcdo, ndo levou ao prejuizo na qualidade do
sinal fluorescente, garantindo a sensibilidade e especificidade do método. Assim, reduziu-se o custo

desta técnica de R$221,48 para R$79,00.

Deste modo, no presente trabalho, a técnica de FISH mostrou-se eficaz, mais econdmica e
mais rdpida em comparacao a MLPA. Além disso, os casos nos quais foram identificadas aberragdes
cromossOmicas ndo envolvendo o cromossomo 22 demonstraram a importancia de se realizar exame
de caridtipo de boa qualidade em casos suspeitos de Sindrome de delecdao 22q11.2. Considerando
ainda, que para a técnica de FISH a amostra (linfocitos cultivados de sangue periférico) é a mesma

utilizada para o exame de cariétipo, a investigacao por esta técnica mostrou-se mais vantajosa.

Além das técnicas utilizadas neste trabalho, outras tém sido utilizadas para o diagnéstico de
delecdo em 22ql1. Estas sdo andlise de marcadores polimorficos de DNA por PCR, PCR em tempo
real, ambas incluindo multiplex PCR, e Hibridacdo gendmica em arrays (aGH) [68, 71,102, 103]. As
técnicas de andlise de marcadores polimoérficos e de PCR em tempo real tém suas vantagens e
desvantagens, sendo uma desvantagem serem métodos indiretos de andlise e por isso necessitam de
uma acurada padronizacio antes da aplicagdo clinica. Estas ndo tém sido amplamente utilizadas para
diagnéstico clinico, mas tém sido mais tuteis em pesquisas, para a realizacdo de triagens de grande
nimero de individuos com sinais especificos, como cardiopatia e esquizofrenia. Uma vantagem da

utilizag@o destas técnicas € o menor custo, quando comparadas a FISH, MLPA e aGH.

A técnica de aGH tem sido a técnica de preferéncia para o diagndstico de delecdo em 22ql1
nos Estados Unidos [45] e é apontada como primeira op¢ao de diagndstico genético laboratorial para

pacientes com anomalias congénitas multiplas e (ou) deficiéncia mental, em paises desenvolvidos
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[103]. A grande vantagem desta técnica é que além de detectar delecdes em 22qll com alta
sensibilidade e especificidade, ela também permite a identificacdo de qualquer outra alteragdo
gendmica nestes pacientes e poderia substituir até mesmo o exame de caridtipo. Porém, esta ainda
tem alto custo no Brasil e pouquissimos laboratérios no pais possuem infraestrutura e pessoal
treinado para a sua execugdo e andlise, sendo utilizada quase que exclusivamente para pesquisa nos

poucos centros onde foi implantada.

Em um trabalho recente que comparou os custos para a realizagdo das técnicas de MLPA e
aGH no Brasil, apontou-se que mesmo utilizando trés diferentes kits de MLPA para um mesmo
paciente, a técnica de aGH € quase cinco vezes mais cara que a técnica de MLPA [75]. Neste
trabalho os valores estimados foram de R$394,00 para MLPA (utilizando trés kits diferentes) e
R$1.910,00 para aGH. Considerando o valor estimado, no presente trabalho, de R$121,00 para
MLPA (utilizando apenas o kit especifico para Sindrome de delecdo 22ql11.2), o custo para aGH
seria 15 vezes maior. Em outras palavras, para cada diagnostico realizado por aGH seria possivel

realizar 15 diagnésticos por MLPA.

No presente trabalho foram recebidas amostras de 10 diferentes servigcos que atendem
pacientes com suspeita clinica de Sindrome de delecao 22q11.2, além da institui¢do sede do projeto.
Considerando que para o diagnéstico laboratorial sdo necessarios infraestrutura adequada e pessoal
especializado para a realizacdo das andlises, seria invidvel a implantacdo do diagndstico laboratorial
em todos os centros, sendo vantajoso o envio de amostras para um Unico centro. Além disso, ha
otimizacdo de reagentes especificos, que tem periodo de validade relativamente curto e
amadurecimento da equipe executora quanto a abordagem de problemas e limitagdes técnicas,

tornando o exame de melhor qualidade.

129



Por outro lado, a pequena quantidade de especialistas e a falta de formacdo em genética das
profissdes da saide podem comprometer a indicacdo de exames genéticos de modo geral, levando a
excesso ou ndo utilizacdo deste recurso diagndstico, interpretagdo dos resultados e orientagdes das

familias.

As constatacOes e reflexdes efetuadas neste estudo tracam um panorama bastante fidedigno
da realizacdo de exames genéticos para diagndstico da Sindrome de delecdo 22ql11.2 em servigos
publicos e, possivelmente, podem ser generalizadas para outras condi¢cOes geneticamente
determinadas. A realizacdo de outras abordagens de investigacdo, visando identificar regides criticas
para instalacdo de centros de referéncia, logistica de envio, possibilidades de diminui¢cdo de custos
para o diagnostico, incluindo adaptacdes técnicas, poderdo fornecer outras perspectivas para a

implementacdo racional de métodos diagndsticos em genética no SUS.
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CONCLUSOES E SUGESTOES
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7. Conclusoes

® O estudo multicéntrico para diagndstico da Sindrome de dele¢do 22ql1.2 possibilitou a
identificacdo de dificuldades para este diagndstico nas 11 institui¢des participantes e permitiu
concluir que o estabelecimento de centros de referéncia € uma estratégia importante e factivel para a

realizacdo de exames genéticos no Brasil.

® Disponibilidade temporaria do diagndstico laboratorial de delecio em 22ql1, vinculada a
projetos de pesquisa ocorreu em sete das 11 institui¢des participantes deste estudo. Detectaram-se
desigualdades regionais, sendo que as trés institui¢des do Nordeste ndo tinham acesso a exames de

cariltipo ou técnicas para investigacao da delegdo 22ql1.

® Microdelecdo em 22qll foi identificada em 35% dos pacientes desta amostra. Foram
encontradas aberracdes cromossOmicas ndo envolvendo a regido 22ql1 em trés casos. Considerando
os resultados de caridtipo e de triagem de microdelecio por MLPA e FISH, obteve-se conclusdao

diagnéstica em 38% dos casos.

e Foram observadas diferencas significativas para alguns sinais clinicos entre pacientes com e
sem delecdo em 22ql1. Entretanto, como o fendtipo € extremamente varidvel, estes sinais podem ser
considerados para reforgar a suspeita diagnostica S. Del 22q11.2, mas ndo podem ser considerados

como critérios de inclusdo para investigacdo de delecao em 22q11.

e As técnicas de FISH e MLPA mostraram 100% de sensibilidade e especificidade.
Considerando a infraestrutura necessaria para implementagdo e a adaptacdo da técnica de FISH, esta

se mostrou eficaz, mais econdOmica e mais rdpida em comparacido a MLPA.
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e Em 30 meses foram investigados 100 pacientes provenientes de 11 institui¢Oes diferentes.
Considerando o niimero de amostras encaminhadas de cada centro, infraestrutura adequada, pessoal
especializado e aquisicdo de reagentes especificos, o envio de amostras para um utnico centro foi

vantajoso.

8. Sugestoes

Os resultados deste estudo propiciaram reflexdes que culminaram em sugestdes para o
incremento desta abordagem para esta e outras condi¢des geneticamente determinadas em nosso

pais:

1. Identificar regides e servi¢os nas diferentes regides que poderiam formar rede de suporte para
exame de caridtipo, criando ou ampliando laboratdrios ja existentes. Tendo em vista a auséncia
de dados epidemioldgicos brasileiros sobre aberragdes cromossdmicas, em geral, poderiam ser

utilizados os dados de literatura para defini¢@o inicial de nimeros de exames por regido.

2. Identificar regides e servicos que poderiam dar suporte para investigacdo de microdelecoes

frequentes e estabelecer fluxo entre estes e os laboratorios de citogenética convencional.

3. Estabelecer mecanismo oficial de transporte de amostras para centros de investigacdo, de acordo

com normas de seguranga.

4. Estabelecer requisitos minimos para cadastro dos centros de referéncia e parametros de

acreditacdo e seguimento destes. Preferencialmente, estimular e adequar aqueles que ja possuem
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10.

11.

infraestrutura e pessoal especializado, visando agilidade e aproveitamento de recursos no

processo de implementagdo dos centros.

Investir na fixacdo de recursos humanos de laboratérios de referéncia, assim como na formagao

genética minima para profissionais da saide atuantes em nivel primdrio e secundério.

Implantar auditoria realizada por médicos geneticistas para pedidos de exames genéticos,

visando custo-efetividade.

Criar grupo de trabalho para padronizacdo de técnicas e controle de qualidade de exames
genéticos, com parceria publica e envolvimento das Sociedades Brasileiras de Genética e

Genética Médica.

Formar grupos de apoio e discussdo para o aconselhamento genético, assegurando o retorno dos

resultados e a orientacdo adequada para os pacientes.

Desenhar estudos visando especificamente a andlise de custo-efetividade para diferentes técnicas
que permitem o diagndstico de microdelecdo, a fim de determinar métodos com melhor custo-

efetividade para a realidade nacional.

Criar protocolos de avaliagdo clinica e armazenamento de informacgdes, bases de dados de
indicagdes do exame e resultados a fim de, em longo prazo, tragar perfil epidemioldgico das
diversas condicdes geneticamente determinadas no pais. Isso também reduziria as desigualdades

regionais, quer na identificacdo, investigacdo e seguimento clinico.

Estabelecer centros de pesquisa que poderiam sediar investigacdo laboratorial complementar em

casos especiais.
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12. Estabelecer uma rede nacional de suporte laboratorial virtual, para contato entre médicos e
centros de investigacdo, para esclarecimento de dividas e discussdo de estudos complementares

para diagnéstico.
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Anexo 1

Estudo multicéntrico para validacao de base de dados e de estratégia
para investigacao diagnostica de fendas orofaciais no Brasil

Sindrome Velocardiofacial
Coordenadora: Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes

Departamento de Genética Médica / FCM / UNICAMP

Nome do paciente:

Numero de registro:

Data de nascimento: / / Sexo:( )M ( )F

Hospital Participante:

Médico Responsavel Local: Data: / /

Critérios de inclusao

Individuos com suspeita
clinica de Sindrome de

delecdo 22011 com:

Fenda palatal Fenda palatal submucosa ou
insuficiéncia velo-faringea
confirmados por
Nasofibroscopia

Fenda labial com ou sem
fenda palatal

Ecocardiografia

Outros exames desejaveis: ressonancia magnética ou tomografia
computadorizada de cranio; ultra-som abdominal e de vias urindrias;
avaliagdo oftalmoldgica e avaliacdo auditiva.
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Dados antropométricos

Peso: Estatura: PC:
Kg pt Cm pt cm

DICE: DICI: Dedo médio/Mao

cm cm

Sinais clinicos

1 - Cardiopatia congenital

Realizou ecocardiografia? ( )Sim ( ) Ndo ( ) Aguarda resultado

() Normal

() Anomalias Conotruncais (Tetralogia de Fallot, interrupcdo de arco aédrtico)
() Defeito de septo interventricular

() Truncus arteriosus

() Anel vascular

() Outras:

2 — Anomalias palatais

Realizou nasofibroscopia? ( )Sim ( ) Nao ( ) Aguarda resultado
() Normal

() Insuficiéncia velo-faringea

() Fenda palatal ou ( ) fenda palatal submucosa

() Fenda labial com ou sem fenda palatal: ( ) FL, ( ) FLP

() Uvula bifida

() Vozanasalada

() Disfagia

()Outras:
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3 — Fdcies caracteristica

( )Sim( )Nao

() Orelhas baixas/dismorficas

() Face alongada

() Hipertelorismo

() Queda palpebral

() Nariz tipico (raiz proeminente, hipoplasia alar, ponta bulbosa/bifida)
() Microcefalia

( )Outras:

4 — Alteragdes imunoldgicas

() Sem sinais e sintomas
() N&o avaliado

() Imunodeficiéncia: ( ) diminuigdo de linfécitos T, () deficiéncia de IgA, ( ) deficiéncia
humoral, ( ) infecgBes de repeticdo

() Doengas auto-imunes: ( ) Artrite reunatdide juvenil, ( ) PTI (PUrpura trombocitopénica
idiopética), ( ) hipo/hipertireoidismo

() Hipocalcemia secundaria a hipoparatireoidismo

5 — Desenvolvimento neuro-cognitivo e comportamental

() Normal
( )RDNPM

() Atraso/ disturbio de linguagem
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() Dificuldade de aprendizagem

() Disturbio comportamental/psiquidtrico: ( ) TDAH (Transtorno de déficit de atencdo/
Hiperatividade), ( ) tragos autisticos, ( ) esquizofrenia, ( )impulsividade, ( ) perseveragdo

6 — Desenvolvimento somatico

() Normal
() Dificuldade alimentar
() Baixa estatura

() Alterado — descrever:

7 — Hipoacusia

() Sem sinais e sintomas
() N&o avaliado
( )Avaliado:
( )normal
() Neurossensorial
() Condutiva

() Outros:

8 — Alteragdes oftalmologicas

() Sem sinais e sintomas
() N&o avaliado
( )Avaliado:

( )normal

() Embriotoxon posterior
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() Tortuosidade de vasos retinianos
() Estrabismo

() Outros — coloboma, hipoplasia de nervo éptico, catarata, alteragdes de iris

9 - Alterag6es neuroldgicas

() N&o avaliado
() Avaliado por tomografia computadorizada

Descrever:

() Avaliado por ressonancia magnética:
() Atrofia cerebral
() Anomalias de corpo caloso
() Hipoplasia cerebelar
() Alteragdes de substancia branca
() Polimicrogiria

() Outros — descrever:

10 - Alteragdes de trato urindrio

() Sem sinais e sintomas
() N&o avaliado
() Avaliado por ultrassonografia

() AlteragGes anatomicas: ( ) rins em ferradura, ( ) duplicagdo renal, ( )agenesiarenal,( )
duplicagao sistema coletor

() Nefrocalcinose
() RVU (Refluxo vesico-ureteral)

() Outros — descrever:
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11 - Alteragdes de trato gastrointestinal

() Sem sinais e sintomas

() N&o avaliado

() Avaliado por ultrassonografia
() Constipagdo

() Malrotagdo intestinal

() RGE (Refluxo gastroesofagico)

() Outros: ( ) anusimperfurado, ( ) atresia esofagica, ( ) Hirschsprung — descrever:

12 - AlteragGes esqueléticas

() Sem sinais e sintomas

() Avaliagdo clinica

() Avaliagdo radioldgica

() Escoliose

() Péstortos

() Polidactilia

() Alteragdes costo-vertebrais

() Outros:
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Descrever resultados dos exames realizados:

Caridtipo:

FISH:

Heredograma:
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Anexo 2

’ COMITE DE ETICA EM PESQUISA

: @w/ww_fcm4umcamp.br/pgsgmsajenca]mdexhtml :

CEP, 24/06/08. - )
(PARECER CEP: N° 059/2008)

- . PARECER '

I- IDENTIFICACAO

PROJETO “PROPOSTA ‘PARA A INSERCAO DA GENETICA CLINICA NA
ATECAO DE PORTADGRES DE ANOMALIAS CRANIOFACIAIS NO SISTEMA
UNICO DE SAUDE” = ! \ -~

PESQUISADOR RESPONSAVEL Vera Lucia Gll da Silva Lopes

511 PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesqulsa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP
tomou ‘ciéncia‘ e aprovou o Adendo que acrescenta o projeto intitulado  “ESTUDO -
MULTICENTRICO PARA VALIDACAO DE BASE DE DADOS E DE ESTRATEGI
PARA INVESTIGACAO DIAGNOSTICA DE FENDAS OROFACIAIS NO
BRASIL>, referente ao protocolo de pesquisa supracitado.

\ O conteudo e as conclusdes aqui apresentados sdo de responsab1hdade excluswa do .
) CEP/F CM/UNICAMP € nio’ representam a opmlao da Universidade Estadual de Campmas g
‘ nem a comprometem. ) . :

III DATA DA REUNIAO

¢

Homologado na VI Reumao Ordmarla do CEP/FCM, em 24 de Junho de 2008.

’

- ool Profa Dn{%fzért?{ Silvia Bertuzzo . -
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA ke

-~ FCM / UNICAMP
‘
<
Comité de Etica em Pesquisa - UNICAMP X S . Bt
Rua: Tessdlia Vieira de Camargo, 126 ’ : FONE (019) 3521-8936
Caixa Postal 6111 < - g FAX (019) 3521-7187
.. 13084-971 Campinas—SP ey 5 2 : cep@fem.unicampbr
Pégina 1 de 1
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(..\’ Anexo 3
UNICAMP i
CRANIO-FACE BRASIL

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Diagndstico laboratorial — Sindrome Velocardiofacial

Projeto: Estudo Multicéntrico para Validagdo de Base de Dados e de Estratégia para Investigacdo

Diagndstica de Fendas Orofaciais no Brasil.
Coordenadora: Profa. Dra. Vera Lucia Gil da Silva Lopes

Responsavel local/ Hospital participante:

Qual o objetivo desse estudo?

Este estudo tem como objetivo identificar anormalidades nos cromossomos de individuos com

anomalias palatais e suspeita de Sindrome Velocardiofacial.

Como esse estudo sera feito?

Todos os pacientes sdo primeiramente avaliados por um médico geneticista que realiza avaliagdo
clinica, registro fotografico e histéria familiar. Além da avaliacgdo médica serdo realizados exames
complementares, que poderdo ser todos ou alguns dos seguintes, dependendo da necessidade:
nasofibroscopia, ecocardiografia, ressonancia magnética ou tomografia computadorizada, ultra-som
abdominal e de vias urinarias, avaliacdo oftalmoldgica e auditiva. Apds a avaliagdo médica serd realizada
coleta de sangue por punc¢do venosa. O sangue do paciente serd utilizado para extracdo do DNA ou para
cultivo celular, a partir dos quais serdo investigadas perdas ou ganhos de pequenos fragmentos dos

cromossomaos.
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Se houver algum achado no exame que necessite mais investigagdo, podera ser necessaria nova
coleta, para confirmacdo dos resultados. Todas as amostras de sangue coletadas serdo processadas e
guardadas nos Laboratérios de Genética Molecular e Citogenética do Departamento de Genética Médica da

FCM/UNICAMP.

Para todos os pacientes esta previsto o armazenamento de DNA para estudos futuros, no
entanto, o responsavel pelo paciente podera escolher entre autorizar ou ndo o armazenamento do
DNA. De todo modo, antes de se realizar qualquer estudo futuro, sera solicitada a aprovagdo do

Comité de Etica em Pesquisa para tal.

Existe risco ou desconforto?

Para as avaliacdes pelo médico geneticista, ndo havera riscos ou desconfortos para os pacientes e

suas familias.

Os exames complementares serdo realizados por profissionais habilitados, sendo que para a
realizacdo da Ressonancia Magnética, as criancas menores de cinco anos e aquelas de dificil controle
necessitardao receber um calmante. Normalmente, isso ja é realizado. A anestesia pode, em alguns casos,
fazer o coragdo bater mais rdpido, dificuldade para respirar, aumento de saliva na boca e agita¢do. Todos

esses sao sintomas tempordrios.

A coleta de sangue sera realizada por profissional habilitado e com material adequado, com risco
apenas de dor leve durante a coleta e a possibilidade de formagdo de manchas rochas no local onde for

realizada a coleta.

Quais as vantagens em participar deste estudo?

A avaliagdo do médico geneticista, juntamente com a realizagdo dos exames complementares, pode
contribuir para identificacdo de outras alteragGes associadas a anomalia palatal, possibilitando orientagGes

quanto a condutas antecipatdrias mais especificas.

Os exames realizados no DNA e nos cromossomos podem mostrar se existe ou nao alteragdes

pequenas em um dos cromossomos do paciente, podendo ajudar o geneticista a realizar uma orientagao
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mais especifica sobre risco de acontecer novamente na familia. Por outro lado, os conhecimentos obtidos

com esta pesquisa poderdo ajudar a entender as causas desses defeitos congénitos.

N3do havera qualquer forma de pagamento ou remuneracdo aos individuos que participarem deste

estudo.

A participagao é obrigatéria?

NAO! Sé participardo os interessados. Mesmo assim, se durante o estudo ndo houver mais interesse,
a participagdo poderd ser interrompida. Se a participacdo nesse estudo for interrompida, os cuidados

médicos rotineiros ndo serdo interrompidos ou modificados, atualmente ou no futuro.

Quem tera acesso aos resultados?

Todos os resultados dos exames serdo transmitidos ao responsavel pelo paciente pelo médico
geneticista em consulta médica previamente agendada. Se os resultados e informagGes forem utilizados
para fins de publicacdo em congressos ou revistas cientificas, nenhuma identificagdo do paciente serd

utilizada.

Com quem posso esclarecer minhas duvidas?

As duvidas poderdo ser esclarecidas, em qualquer fase do estudo, com o médico assistente que o
convidou para o estudo, com o biomédico Tarsis P. Vieira ou com a Dra. Vera Lopes Gil da Silva Lopes. O

esclarecimento devera ser feito durante as consultas ou pelo telefone da UNICAMP (19) 35218908.

A secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas — Unicamp,

também podera ser contatada, em caso de informacdo ou reclamagdes, pelo telefone (19) 35217232.
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AUTORIZAGAO

Sua autoriza¢ao significa que vocé permite a inclusdo do paciente pelo qual é responsavel no
estudo. Portanto, autoriza a utilizacao dos dados para a pesquisa. Fica claro, também, que os resultados
dos exames deste paciente serao entregues aos responsaveis pelo médico geneticista responsavel pelo

atendimento.

Assinando este documento, confirmo que o (a) Dr. (a): me explicou o

objetivo do estudo, os procedimentos, os riscos, desconforto e possiveis vantagens em participar desse

estudo. Eu li, foi explicado e compreendi esse formulario de consentimento e estou de pleno acordo.

Nome do paciente:

Nome do responsavel:

Idade: Parentesco: R.G.:

Endereco e telefone para contato:

Assinatura do participante ou responsavel Data
RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR

Eu expliquei a o objetivo do

estudo, os procedimentos requeridos e os possiveis riscos e vantagens em participar desse estudo, usando o
melhor do meu conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma coépia desse formuldrio de
consentimento ao participante ou responsavel.
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Nome do pesquisador ou associado:

Assinatura do pesquisador ou associado Data

AUTORIZACAO PARA ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

Eu concordo que o DNA de minha familia seja estocado

Eu ndo concordo que o DNA de minha familia seja estocado

Assinatura:
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Apéndice 1

N y

aY

UNICAMP
F:r_!|q|r_\
Questionario sobre disponibilidade de diagnéstico laboratorial de Sindrome Velocardiofacial CRARIQ-FACE BRASIL
(SVCF)
Instituicdo:
Médico geneticista: Data: / /

A. Aspectos referentes ao diagnéstico clinico de SVCF:

1. Avaliacao/ exames complementares disponiveis ou acessiveis a instituicio onde os

pacientes sao atendidos:

Ecocardiografia

Nasofibrolaringoscopia

Avaliacdo oftalmoldgica

Avaliacdo otorrinolaringoldgica

Tomografia computadorizada de crinio

Ressonancia magnética de cranio

Ultrassonografia de abddmen e vias urindrias

Radiografia

Outros. Descrever:
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B.Envio de amostras para diagnostico laboratorial na Unicamp:

1. Houve casos que nao puderam ser encaminhados?

Niao

Sim

Se sim, niimero de casos:

Motivo:

Falta de exames complementares que permitem a suspeita clinica de SVCE;

Nao comparecimento do paciente a consulta agendada;

Falta de interesse da familia na investigacdo diagnéstica;

Dificuldade de reconvocagdo de pacientes do servigo;

Outro. Descrever:

2. Houve dificuldades no envio de amostras?

Niao

Sim

Se sim, qual:

3. Qual a forma de envio escolhida?

Sedex

Varig Log
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C. Aspectos relacionados a disponibilidade local ou regional de exames laboratoriais:

1. Exames disponiveis:

Cariotipo
Propria Institui¢do Outra institui¢do™:
Mesma cidade Sim Nao
Mesmo estado Sim Nao
Pablico Privado

Investigacio de microdelecao:
Meétodo: FISH MLPA

PCR em tempo real

Andlise de polimorfismos de DNA microssatélite

Propria Institui¢do Outra instituicao*:
Mesma cidade Sim Nao
Mesmo estado Sim Nao
Publico Privado

*Exceto Unicamp.
2. Investigacao de delecao em 22q11:

2.1.  Ja teve esta investigacdo especifica na instituicdo ou em outro local acessivel a

instituicao?

Sim Mesma instituicao D Outra institui¢do
Nao

2.2 Se sim, por quanto tempo?

2.3 Qual a fonte de recursos?

2.4  Por que foi interrompida?
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3. Infraestrutura local:

3.1.

Existem equipamentos em funcionamento na instituicio para a realizacdo das

seguintes técnicas?

Cariétipo

FISH

MLPA ou anédlise de DNA microssatélite (Sequenciador automético)

PCR em tempo real

3.2.

Existem profissionais treinados para a realizacdo e interpretacdo destas técnicas?
Nao
Sim Vinculo: Permanente

Temporario

Quais técnicas? Descrever:
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