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RESUMO

O Transtorno do Espectro Autista (TEA) é um disturbio do neurodesenvolvimento
caracterizado por comprometimento da interagédo social e da comunicagéo, associado a
comportamentos repetitivos e estereotipias. O TEA apresenta um amplo espectro de
variacdo fenotipica, quando se considera grau de comprometimento e limitacdes
impostas ao afetado e sua familia. Além disto, comorbidades sdo frequentes, como
epilepsia, distirbios de fala e linguagem e deficiéncia intelectual. Algumas formas se
caracterizam por regressdo comportamental. A condicdo € multifatorial, com diversas
causas ja identificadas, como exposicdo a poluentes, infeccdes na gestacdo, doencas
maternas. Causas genéticas sdo identificadas em uma fragdo dos pacientes, incluindo
alteracdes cromossdmicas (trissomias e translocagdes), alteracdes submicroscopicas
(microdelecBes e microduplicagdes) e distlrbios monogénicos (sindrome do X Frégil,
entre muitos outros). Ao longo das Ultimas décadas, a frequéncia de TEA tem
aumentado, atingido 1 a 2% em diversas populagdes. Este aumento de frequéncia tem
justificado diversos estudos sistematicos, buscando caracterizar a contribuicdo dos
diversos tipos de etiologias em diferentes populagdes. A pesquisa e a identificacdo de
anomalias genéticas podem contribuir para uma melhoria no fluxo de diagndstico e
potencialmente influenciar abordagens terapéuticas. Nenhum estudo semelhante foi
conduzido na populacdo do estado de Minas Gerais. O objetivo deste estudo foi
investigar a contribuicdo de alguns disturbios genéticos para a etiologia do TEA em
uma amostra de pacientes de um servico de psiquiatria infantil em acompanhamento
regular em hospital terciario de Minas Gerais. Trata-se portanto de estudo transversal
com amostra de conveniéncia. O diagndstico de TEA foi realizado por psiquiatra
infantil com base em critérios clinicos do DSM-1V/V e CID-10. Dados clinicos e
demogréaficos foram obtidos através de pesquisa do prontuério e entrevistas estruturadas
com 0s pais ou responsaveis. Os testes genéticos foram realizados de forma escalonada
na seguinte ordem: cari6tipo, triagem para mutacfes expansivas em FMR1 (Sindrome
do X fragil) e deteccdo de microdelecdes e microduplicacBes especificas usando-se 0s
kits SALSA MLPA P245-B1 e SALSA MLPA P343-C2. No cariétipo com bandamento
G foram analisadas no minimo 20 células, na resolucdo de 400 a 450 bandas. A
pesquisa molecular da Sindrome de X fragil foi baseada na determinacdo do nimero de
repeticdes CGG no gene FMR1. Na pesquisa de delecdes e duplicacbes, foram usados
os kits SALSA MLPA P245-B1, para triagem de sindromes genéticas que podem estar
associadas ao TEA, e o kit de SALSA MLPA P343-C2, para avaliar regides
cromossomicas relacionadas especificamente ao TEA. Foram analisadas 65 amostras de
criangas e adolescentes de 2 a 17 anos (idade média 10+3,21 anos), sendo 80% do sexo
masculino. A idade gestacional média foi 38+2,86 semanas, sendo 13,8% prematuros e
10,9% com baixo peso ao nascimento. Outros achados clinicos mais frequentes foram
historia de sofrimento fetal, ictericia neonatal e epilepsia. A idade média materna ao
nascimento foi de 29+8,62 anos. Pré-eclampsia foi relatada na gestagdo de nove
pacientes (13,8%) e diabetes gestacional em trés. A frequéncia de pré-eclampsia em
nossa amostra foi maior do que a da populacdo geral, condicdo ja associada a risco
aumentado de autismo. Dismorfismo, detectados por analise de fotografias, estiveram
presentes em 25 (40%) de 62 pacientes. Ndo foram detectadas alteragdes numéricas e
estruturais ao cariétipo. Um (1,5%) de 65 pacientes apresentou Sindrome do X fragil.
Dois pacientes tiveram diagnostico molecular estabelecido com o kit SALSA MLPA
P245-B1, uma delecdo em 15g24, presente em uma paciente do sexo masculino, e uma
outra delecdo em 22q13, presente em um paciente do sexo feminino. Esta ultima
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alteracdo foi também detectada pelo kit SALSA MLPA P343-C2. Além disso, foram
dois resultados duvidosos foram obtidos com o kit SALSA MLPA P245-B1, que véo
requerer investigagdes subsequentes. Desta forma, a taxa de detecgdo global com os
testes genéticos usados aqui foi de 3:49, 6,1% (IC-95%, 2,1-17%). A frequéncia de
diagndstico molecular estabelecidos com esta abordagem reforca a necessidade de se
investigar diagndstico etiologico em pacientes com TEA. Os métodos usados permitem
avaliar apenas regibes especificas do genoma. Este estudo de ser continuado e
complementado com métodos mais abrangentes, como aCGH e exoma.

Palavra Chaves: Autismo, TEA, Transtorno do espectro autista, FMR1, alteracOes
cromossémicas, MLPA
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ABSTRACT

Autistic Spectrum Disorder (ASD) is a neurodevelopmental disorder characterized by
impairment of social interaction and communication associated with repetitive
behaviors and stereotypies. The TEA presents a broad spectrum of phenotypic variation
when considering the degree of commitment and limitations imposed on the affected
person and his / her family. In addition, comorbidities are frequent, such as epilepsy,
speech and language disorders, and intellectual disability. Some forms are characterized
by behavioral regression. The condition is multifactorial, with several causes already
identified, such as exposure to pollutants, infections during pregnancy, maternal
diseases. Genetic causes are identified in a fraction of the patients, including
chromosomal changes (trisomy and translocations), submicroscopic alterations
(microdeletions and microduplications) and monogenic disorders (Fragile X syndrome,
among many others). Over the last decades, the frequency of TEA has increased,
reaching 1 to 2% in several populations. This increase in frequency has justified several
systematic studies, seeking to characterize the contribution of different types of
etiologies in different populations. Research and identification of genetic abnormalities
may contribute to an improved flow of diagnosis and potentially influence therapeutic
approaches. No similar study was conducted in the population of the state of Minas
Gerais. The objective of this study was to investigate the contribution of some genetic
disorders to the etiology of ASD in a sample of patients from a child psychiatry service
under regular monitoring in a tertiary hospital in Minas Gerais. It is therefore a cross-
sectional study with a convenience sample. The diagnosis of ASD was performed by a
child psychiatrist based on clinical criteria of DSM-IV/V and ICD-10. Clinical and
demographic data were obtained through medical record research and structured
interviews with parents or guardians. The genetic tests were performed staggered in the
following order: karyotype, screening for expansive mutations in FMR1 (Fragile X
Syndrome) and detection of microdeletions and specific microduplications using the
SALSA MLPA P245-B1 and SALSA MLPA P343-C2 kits. In the karyotype with G-
bandage, at least 20 cells were analyzed in the resolution of 400 to 450 bands.
Molecular research on Fragile X Syndrome was based on the determination of the
number of CGG repeats in the FMR1 gene. In the study of deletions and duplications,
the SALSA MLPA P245-B1 kits were used to screen for genetic syndromes that may be
associated with TEA and the MLPA P343-C2 SALSA kit to evaluate specific TEA-
related chromosomal regions. We analyzed 65 samples of children and adolescents aged
2 to 17 years (mean age 10 £ 3.21 years), being 80% male. The mean gestational age
was 38 + 2.86 weeks, being 13.8% preterm and 10.9% with low birth weight. Other
more frequent clinical findings were history of fetal distress, neonatal jaundice and
epilepsy. The mean maternal age at birth was 29 + 8.62 years. Pre-eclampsia was
reported in gestation of nine patients (13.8%) and gestational diabetes in three. The
frequency of preeclampsia in our sample was greater than that of the general population,
a condition already associated with an increased risk of autism. Dysmorphism, detected
by analysis of photographs, were present in 25 (40%) of 62 patients. No numerical and
structural changes were detected to the karyotype. One (1.5%) of 65 patients had Fragile
X Syndrome. Two patients had a molecular diagnosis established with the SALSA
MLPA P245-B1 kit, a 15924 deletion present in one male patient, and another 22gq13
deletion present in a female patient. This latter change was also detected by the SALSA
MLPA P343-C2 kit. In addition, two questionable results were obtained with the
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SALSA MLPA P245-B1 kit, which will require subsequent investigations. Thus, the
overall detection rate with the genetic tests used here was 3:49, 6.1% (1C-95%, 2.1-
17%). The frequency of molecular diagnosis established with this approach reinforces
the need to investigate etiologic diagnosis in patients with ASD. The methods used
allow only specific regions of the genome to be evaluated. This study will be continued
and complemented with more comprehensive methods such as aCGH and exoma.

Key Words: Autism, TEA, Autistic Spectrum Disorder, FMR1, chromosomal
abnormalities, MLPA
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1. Introducéo

1.1 Transtorno do Espectro Autista: conceito e defini¢bes

Ao longo das ultimas décadas, vem se observando uma aumento global na frequéncia de
autismo. Nos Estados Unidos da Ameérica (EUA), um estudo recente da base
populacional americana, cobrindo uma amostra de mais de 43.283 criangas entre 3 e 17
anos, indicou uma frequéncia de diagndstico de autismo de 2,5% (KOGAN et al.,
2018). Os estudos de prevaléncia publicados no periodo de 1966 a 2016 no Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) identificou na Asia, Europa e América do Norte
uma prevaléncia média entre 1% e 2% de individuos com TEA (Transtorno do Espectro
Autista). A rede de monitoramento Autism and Developmental Disabilities Monitoring
(ADDM) nos Estados Unidos da América estimou a prevaléncia do autismo em 13,1 a
29,3 por 1.000 criancas de 8 anos em 11 estados americanos, em uma amostra de
325.483 criancas no periodo de 2000 a 2014 (BAIO et al.,, 2018). Nos paises
desenvolvidos, o relato ja atinge cerca de 1% a 1,5% das criangcas com autismo
(ZWAIGENBAUM et al., 2018; ZABLOTSKY et al., 2015; LICHTENSTEIN et al.,
2010; GESCHWIND, 2009). Meninos sdo quatro vezes mais afetados do que meninas e

todos 0s grupos étnicos ou socioecondmicos sao similarmente afetados.

Classificado como um dos transtornos do neurodesenvolvimento, o TEA possui
caracteristicas essenciais e persistentes, que prejudicam trés dominios comportamentais;
comunicacdo, comprometimento da interacdo social e comportamento restritos e
repetitivos antes do trés anos (DSM-V, 2014). As manifestacfes do TEA variam muito
dependendo da gravidade, género, do nivel de desenvolvimento e a idade cronoldgica;

consequentemente, o uso do termo espectro é mais adequado (DSM-V, 2014).

Os critérios comportamentais sdo indicados pela Associacdo Psiquiatrica Americana
(APA) no Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM), utilizado
como padrdo para diagnostico de autismo nos EUA. No Brasil, a avaliacdo diagndstica
baseia-se nos critérios estabelecidos pela Classificagdo Internacional de Doencgas -
(CID-10) e também pelo Manual Diagndstico Estatistico de Transtornos Mentais -
(DSM-V). No diagnostico do TEA deve-se utilizar os Critérios A, B, C, D e E do DSM-
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V e especificar a gravidade baseada no prejuizo da comunicacdo e comportamento e

estimar as demandas assistenciais do individuo e sua familia.

O aumento da prevaléncia do TEA nos leva a pensar sobre sua heterogeneidade. Desta
forma, ndo possuindo apenas um agente causador Unico, as origens epigenéticas,
genéticas e ambientais sd8o pontos principais para sua investigacdo. Estes agentes
influenciam diretamente a expressdo das redes neuronais, conectividade cortico-
subcorticais, interneurdnios gabaergicos, neurotransmissores e a funcdo celular
(LINTAS, 2019).

A etiologia exata do TEA ainda permanece desconhecida e os estudos demonstraram
que tanto fatores genéticos quanto ambientais estdo associados (MOESCHLER, 2019;
SGRITTA el al., 2019). O TEA ¢ apresentado na literatura como um disturbio
multifatorial. No nivel individual, entretanto, podem haver causas especificas, tanto
ambientais quanto genéticas. E importante lembrar que os agentes ambientais v&o

causar 0 TEA em individuos geneticamente suscetiveis.

1.2. Etiologia

1.2.1. Agentes ambientais

No periodo pré-natal, os fetos sdo mais vulneraveis aos efeitos neurotoxicos,
especialmente relacionados a uma barreira hematoencefalica imatura e processos
neuronais em desenvolvimento, como migracdo e mielinizacdo de células nervosas que
ocorrem em uma ordem especifica. Algumas substancias tdxicas como poluentes
organicos persistentes, bifenilpoliclorados, pesticidas organoclorados, éteres difenilicos
polibromados, dioxinas, substancias perfluoroalquilicas e bisfenol A, podem atravessar
a placenta e acessar facilmente o sistema nervoso fetal, interferindo nestes processos

vitais, e possivelmente, levando a desfechos adversos (LONG et al., 2019).

Varios processos bioldgicos estdo envolvido na etiopatogenia dos individuos com TEA
e os diferentes niveis de expressao génica entre diferentes tipos de tecidos bioldgicos
corroboram estes achados (KAMEN et al., 2019). No estudo de Ansel e colaboradores

(2017), foi observada diferenca na expressdo de proteinas relacionadas com
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neurodesenvolvimento, sinapse nas células do cérebro e linfocitos de linhagens
diferentes, além de interagBes com sistema imune e gastrointestinal em individuos

afetados.

Além disto, as infec¢bes materno-fetais, como rubéola, toxoplasmose, citomegalovirus e
zika virus, que podem interferir no desenvolvimento cerebral, estando associadas a
presenca de lesbes, como calcificagbes cerebrais, microcefalia e a alteracdes funcionais
como o TEA (VIANNA et al., 2019). Durante fases especificas do periodo gestacional,
evidéncias clinicas sugerem que as infeccdes podem interferir no ambiente intrauterino
e se associarem ao maior risco da crianga desenvolver o autismo (LEE et al., 2015). A
influéncia destes fatores relaciona-se as fases de desenvolvimento neuroldgico e do
desenvolvimento do sistema imune, que se influenciam mutuamente. Como exemplo de
indicios de infec¢do, foi observado que durante desenvolvimento do feto ha um influxo
da resposta dos linfécitos T auxiliar 1 (THZ1), que ajuda na resposta pré-inflamatoria
(SEALEY et al., 2016).

Exposicdo a certos medicamentos como &cido valproico no periodo pré e poés-natal
também pode alterar o desenvolvimento do cérebro e resultar em anormalidades
comportamentais e déficits cognitivos (TARTAGLIONE et al., 2019). No TEA o risco
pode atingir 4,42% (MEADOR et al., 2019). Estudos experimentais sugerem duas vias
de impacto farmacoldgico nas criancas expostas ao acido valproico: um efeito € a
reducdo da excitabilidade de circuitos neurais por inibir a recaptacdo sinaptica de acido
gama-aminobutirico (GABA) e o outro é a regulacdo epigenética da remodelacdo

cromossémica por inibicdo da atividade das histonas deacetilase (KUO; LIU, 2018).

Outros fatores maternos tém sido sugeridos na literatura, como a sindrome metabdlica
materna, e fatores nutricionais como a deficiéncia materna de vitaminas, como vitamina
D, ou suplementacdo de acido félico podem estar associados ao aumento do risco de
autismo (NEGGERS, 2014).

A metilacio do DNA, mecanismo epigenético, pode ser influenciada por fatores
ambientais, como: dieta, hormonios, estresse, drogas ou exposi¢do a produtos quimicos

ambientais, sugerindo que fatores ambientais podem causar efeitos na estrutura quimica
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do DNA, afetando o cérebro em desenvolvimento (TREMBLAY, et al., 2019). Desta
forma, exposicdes quimicas sdo mais prontamente controladas do que fatores genéticos
para prevenir ou mitigar tracos deletérios relacionados a doenca do
neurodesenvolvimento e ressaltam a relevancia e o impacto potencialmente significativo

da investigacdo dos mecanismos epigenéticos induzidas pelo ambiente.

1.2.2. Aspectos genéticos

A origem genética do TEA ainda € desconhecida, todavia estudos realizados apontam
para a existéncia de um forte componente genético influenciado por um mecanismo
multifatorial, ou seja, alteracbes genéticas associadas a presenca de fatores
ambientais atuando na determinacdo da doenca (GUPTA et al., 2006). Sendo assim,
pode-se hipotetizar que fatores causais primarios (causas monogénicas, fatores
epigenéticos e ambientais ou outros fatores causais ainda ndo identificados) néo
resultam diretamente em comprometimento cognitivo (SRIVASTAVA et al., 2014).

Estudos de gémeos tem permitido estimar uma herdabilidade bastante alta no TEA. Em
um estudo de coorte populacional, estimada a herdabilidade do TEA em 0,83 (IC 95%,
0,79-0,87) e a influéncia ambiental ndo compartilhada foi estimada em 0,17 (IC 95%,
0,13-0,21). O modelo incluiu parametros genéticos aditivos e ndo aditivos genéticos,
compartilhados e ndo-compartilhados foi escolhido como o modelo completo sob o qual
submodelos aninhados foram testados. No modelo completo, a variancia do ambiente
compartilhado foi estimada em 0,04 (1C 95%, 0,00-0,14); ambiente ndo compartilhado,
0,16 (IC 95%, 0,05-0,30); genética ndo aditiva, 0,1 (95% CI, 0,00-0,38); e genética
aditiva (herdabilidade), 0,69 (IC 95%, 0,40-0,86). Usando apenas gémeos, a
herdabilidade foi estimada em 0,87 (IC 95%, 0,68-0,96) (SANDIN et al., 2017)

Estudos de familia, da Universidade da Califérnia, em Los Angeles, na Universidade de
Utah, nos EUA, relataram riscos significativos de recorréncia de irmdos em familias
grandes de Utah, EUA,; o risco de recorréncia de irmé&os foi de 8,6% e para familias com
duas ou mais criangas afetadas, o risco de recorréncia aproximou-se de 35% (MILES,
2011).
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Ja estudos epidemiologicos de concordancia de TEA em gémeos do mesmo Ssexo
favorecem uma explicacdo predominantemente genética, com herdabilidade de pelo
menos 90% sob um modelo multifatorial (BAILEY et al., 1995). As taxas de
concordancia para gémeos monozigoticos sdo significativamente superiores aos dos
gémeos dizigoticos, Smalley e colaboradores (1988) relataram uma concordancia média
para gémeos monozigoticos de 64% contra 9% para gémeos dizigoticos. Por outro lado,
um estudo de gémeos estimou a herdabilidade de 37% para o autismo sindrémico e
valores similar para o autismo ndo sindromico, embora com um amplo intervalo de
confianca (IC) (8% a 84%) e um componente de variancia ambiental compartilhada de
55% (IC 95%, 9% a 81%) (HALLMAYER et al., 2011).

Ainda temos a prevaléncia relativamente baixa na populacdo de TEA e a frequéncia
relativamente alta de alteracdes de DNA de novo, que podem afetar o risco, tornando a
interpretacdo desses estudos com gémeos mais complexo. Sendo assim, o grau
substancial de agregacdo familiar no TEA pode ser devido a genética, ou a fatores
genéticos e ambientais compartilhados, mas ndo pode ser explicado predominantemente
por fatores ambientais (DEVLIN et al., 2012).

Em uma abordagem meta-analitica quantitativa foi estimada a herdabilidade do TEA
usando estudos de gémeos entre 0,64 e 0,91 (TICK et al., 2016). Entretanto, ¢ dificil
imaginar um mecanismo puramente genético, que posso explicar o aumento de
frequéncia do TEA. Desta forma, estes achados de alta herdabilidade sugerem a

existéncia de fatores ambientais agindo sobre individuos geneticamente suscetiveis.

Evidéncias para fatores genéticos vém do aumento da frequéncia de TEA em doencas
genéticas especificas ou da identificacdo de alteracbes em amostras de pacientes com
TEA, seja por triagem de mutacfes em genes especificos, aCGH ou exoma. O autismo
¢ tipicamente classificado em formas sindromicas e ndo-sindrdmicas. Individuos
portadores mutacdes de gene Unico, variagdes no numero de copias e / ou anormalidades
cromossémicas, além de um diagndstico de autismo sdo geralmente classificados como
"sindrémicos”. O autismo ndo sindrbmico é caracterizado por individuos com
diagndstico primario de autismo e ndo apresenta mutagdo associada a uma variante
genética bem conhecida (ADHYA et al., 2019).



24

O autismo ndo sindrémico € diagnosticado em aproximadamente 75% dos pacientes
com TEA. Recorréncia familiar tem sido descrita em cerca de 20% dos casos, sendo
mais alta em irmaos, cerca de 35%. Comparativamente, o TEA sindrdmico ocorre em
aproximadamente 25% dos pacientes. Nestes individuos, caracteristicas autistas
ocorrem em conjunto com dismorfias ou malformacgdes congénitas. Além disso, o risco
de recorréncia para os irmédos € menor (4% a 6%) do que no autismo ndo sindrémico e a
histéria familiar é menos frequente (9%) (WISNIOWIECKA-KOWALNIK et al.,
2019).

O conceito de espectro reflete tanto a diversidade entre os individuos quanto a
gravidade dos sintomas, e portanto o reconhecimento da sobreposigdo entre uma
colecdo de desordens clinicamente descritas é importante (SCHERER & DAWSON,
2011).

O TEA pode se associar a deficiéncia intelectual e dificuldades de coordenagdo motora.
Além dos sintomas nucleares, mais de 60% dos individuos afetados pode apresentar
outras comorbidades, tais como epilepsia (30%), problemas gastrointestinais (9-70%),
déficit de atencdo e hiperatividade (30%) e distarbios do sono (50%). Na adolescéncia,
podem desenvolver sintomas de ansiedade e depressao (MOREIRA, 2014; LEBLOND
etal., 2019).

Anomalias Fisicas Menores (AFM) sdo as anormalidades da cabeca, face e membros,
sem impacto significativo na funcdo mecénica do individuo. Aparecem na literatura
descritas como dismorfias ou dismorfismos. Presume-se que representem marcadores
externos de desvios do desenvolvimento durante a vida pré-natal. Sdo anormalidades
morfolégicas sutis da face e membros, particularmente médos e pés. Em funcdo das
interagfes do desenvolvimento de face e sistema nervoso central, considera-se que
dismorfias faciais reflitam alteracGes do desenvolvimento do cérebro. Frequéncias mais
altas de AFM foram descritas em criangas com autismo (MANOUILENKO et al.,
2014).

Um grande progresso na identificagdo das causas genéticas veio com o emprego de

métodos de detecgdo de mutacbes em escala gendmica, como o aCGH e 0 exoma.
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Usando técnicas moleculares adequadas, uma causa genética pode ser identificada em
25-35% das criangas com TEA (WISNIOWIECKA-KOWALNIK et al., 2019). Este
ndmero aumentou com o0 uso do array, uma estrutura de armazenamento de dados
gendmicos; atualmente temos 0s microarranjos: (CGH Array — para variagdo no numero
de copias e SNP-Array — para polimorfismo de nucleotideo Unico) que consistem em
estudos de hibridizacdo gendmica comparativa para regides especificas do DNA ou para
uma unica base nitrogenada. As alteracGes genéticas ja identificadas no autismo podem
ser classificadas como: anormalidades cromossémicas citogenéticas (presentes em cerca
de 5% dos casos), delecBes e duplicacbes nas CNVs (copy number variation) das

regides submicroscopicas entre (10%-20%), e desordens de gene Unico (5%).

1.2.3. Mecanismo molecular

As CNVs sdo segmentos de DNA de 1 kb ou maior, presentes em um ndmero de copias
variavel em comparacdo com um genoma de referéncia. Classes de CNVs incluem
insercoes, delecBes e duplicacdes. Esta definicdo também inclui variantes de numero de
copias em grande escala com segmentos de DNA > 50 kb. Estes segmentos de DNA
com regibes repetitivas sdo mais propicios a rearranjos. Tais rearranjos ocorrem via
mecanismos de recombinacdo enquanto mutacOes pontuais de menores tamanho
resultam de erros de replicacdo ou reparo de DNA (FEUK et al., 2006). Pontos de
interrupcdo de rearranjo cromossémico foram localizados em todo o genoma; no
entanto, eles predominam nas regides pericentromérica e subtelomérica, particularmente
em intervalos contendo arquitetura gendmica complexa, como duplicagbes segmentares
de cdpia baixa repeticdes Low Copy Repeat (LCR) ou palindromos ricos em Adenina-
Timina. A recombinacdo homologa nao alélica (NAHR) é geralmente o mecanismo
responsavel por rearranjos com regides de quebras em LCRs. E outros mecanismos
como as (NHEJ) unido de extremidades ndo homologas, foram observados,
particularmente para rearranjos com pontos de quebra dispersos (SHAW et al., 2004).
Isso sugere que rearranjos cromossdmicos nao sao eventos aleatdrios, mas resultam da
predisposicdo para rearranjo devido a existéncia de uma arquitetura gendmica complexa

que pode criar instabilidade no genoma.

Alteracbes nas CNVs foram descritas em poucas familias de autistas, e embora

nenhuma pareca ser particularmente comum, elas destacaram o potencial das técnicas
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baseadas em array que auxiliam a direcdo para pesquisa de genes especificos dentro
destas regibes. Como exemplo, a haploinsuficiéncia do gene CHRNA7 (Cholinergic
Receptor Nicotinic Alpha 7 Subunit), que pode ser causativo para a maioria dos
fenotipos neurodesenvolvimental identificado na Sindrome de Microdelecdo 15q13.3
(BEN, 2009), e na extremidade distal da regido 15911.2-q13 nas Sindromes Prader-
Willi e Angelman (MCINNES, 2010). Entretanto, também foram observados em
pacientes com um espectro de outros fendtipos neurocognitivos, incluindo deficiéncia
cognitiva, convulsdes, TDAH (transtorno do déficit de atencdo com hiperatividade),
dislexia, esquizofrenia, transtorno bipolar que foram descritos com a mesma associagdo
(GIRIRAJAN, 2010). Estas associagbes de muitas doengcas com a mesma alteracdo
genética sugerem que CNVs especificas podem predispor a uma variedade de distdrbios

neuropsiquiatricos, porém a causa final ainda esta em elucidacao.

Triagem de CNVs no genoma em popula¢Ges em todo mundo vem apresentando suas
frequéncias de acordo com os antecedentes étnicos, permitindo a distingdo de
populacdes de ascendéncias europeia, africana e asiatica (JAKOBSSON, 2008). Podem
ser classificadas em patogénicas, provavelmente patogénica, significado incerto,
provavelmente benigna ou benigna (ELLARD el al., 2017). Mais de 100 alteracdes
gendmicas patogenicas diferentes tém sido relatadas em individuos com TEA
(BETANCUR, 2011).

Existem limitagOes significativas na compreensao destes achados, o que pode ser devido
aos diversos mecanismos genéticos envolvidos: penetrancia e expressividade variavel,
heranca multigénica, alteracGes herdadas ndo equilibradas, mutacBes que ocorrem de
novo, microdelecdo associadas a um dismorfismo, delecGes e duplicacdes com

consequéncias fenotipicas diferentes (DEVLIN et al., 2012).

Segundo Devlin & Scherer (2012), a etiologia genética do TEA pode ser identificada
em 20-25% dos casos e podem ser consideradas quatro categorias:

1) rearranjos cromossdmicos visiveis pela citogenética classica, detectados em
até 5% dos casos, como duplicagcdes maternas de 15g11-g13, trissomia do cromossomo
21 (47, XX/XY, +21), sindrome de Turner (45, X) e sindrome de Klinefelter (47,
XXY);



27

Na literatura contém relatos de inUmeros alteracoes citogenética relacionadas
com TEA. A mais comumente anomalias citogenéticas encontradas em pessoas com
TEA s&o delecbes envolvendo os cromossomos 7q, 22913, 2937, 18q, e Xp e
aneuploidias no cromossomo sexual (mosaicismo 47, XYY e 45, X/46, XY)
(SCHAEFER et al., 2008;2013).

2) sindromes associadas, que contribuem com aproximadamente 10% dos casos,
como as Sindromes: X Fragil (FXS), Esclerose Tuberosa (TSC), Fenilcetoniria, Rett
(RTT), Timothy, Potocki-Lupski e Phelan—-McDermid (PMS);

A incidéncia da Sindrome do X fragil no TEA atinge cerca 0-8% dos
individuos (ZHANG ET AL., 2019). Ela é causada pelo decréscimo ou auséncia da
proteina FMR1 em mais de 99% dos casos (VERKERK et al.,1991). A base molecular
desta doenca é muito diferente das mutacdes tipicas observadas em outras desordens de
etiologia genética. O principal evento mutacional responsavel pela Sindrome do X-
fragil é a expansdo do numero de copias do trinucleotideo citosina-guanina-guanina
(CGG) que se encontram repetidas na regido ndo traduzida 5’ (UTR) do gene FMR1
(fragile X mental retardation 1) (VERKERK Et al., 1991). Raros o0s casos em que a
doenca € decorrente da dele¢do total ou parcial do gene FMR1 (GEDEON et al., 1995;
TARLETON, 2002;). O namero de copias do trinucleotideo CGG no gene FMRL1 é
polimorfico na populacédo e varia de 6 a 54 repeticdes (FU et al., 1991). Individuos que
apresentam repeticbes CGG entre 55-200 unidades sd@o chamados de portadores de pré-
mutacdo. Neste caso, sdo homens que desenvolvem tremor e ou ataxia e as mulheres
transmissoras com insuficiéncia ovariana primaria, mas expressam niveis normais da
proteina FMRP e ndo apresentam a Sindrome do X-fragil (LOESCH et al., 1994).
Individuos afetados apresentam acima de 200 repeticdes do trinucleotideo, sendo
chamados de portadores da mutacdo completa (OBERLE et al., 1991).

Existem caracteristicas clinicas bem definidas entre o homens e mulheres, e
principalmente em homens com um grande expansdo na Sindrome do X-fragil. Em
mulheres a metilagdo preferencial do cromossomo X, exibe um padrdo de heranga com
expressdo varidvel. Assim, recomenda-se que qualquer crianca que apresenta com
habilidades intelectuais limitrofes, deficiéncia cognitiva ou um diagndstico de autismo

sem uma etiologia especifico realizem testes moleculares para Sindrome do X-fragil.
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Estima-se que 2% a 6% desses pacientes serdo diagnosticadas com a mutacdo FMR1
(MOESCHLER, 2019).

A Esclerose Tuberosa é um disturbio genético autossdmico dominante caracterizado por
tumores benignos no cérebro e alta penetrancia no TEA. E causada por mutaces nos
genes TSC1 ou TSC2 produtores de hamartina e tuberina, respectivamente. O RTT é
causado por mutagdes na proteina de ligacdo metil-CpG 2 no gene MECP2. A Sindrome
de Timothy é causada por mutacbes no gene CACNALC; é caracterizada por
malformacdes cardiacas congénitas, arritmia cardiaca, sindactilia, sistema imunolégico
enfraquecido e morte prematura. Mutacbes no gene SHANK3 levam a PMS,

caracterizado por epilepsia, disfuncédo renal e cardiaca anomalias (SUDHA et al., 2019).

Dentre as evidéncias metabolicas, as enzimas responsaveis pelas vias de degradacao,
producdo de energia, sistema de transporte e ao metabolismo intermediério cataliticos
podem representar cerca de 1% até 5% dos casos de deficiéncia cognitiva
(MICHELSON et al., 2011). O desequilibrio dos aminoacidos de cadeia ramificada em
relacdo aos outros aminodacidos foi observado em um estudo de Smith e colaboradores
em 2018, que encontrou uma frequéncia de 16,7% na desregulacdo do metabolismo no
grupo de 516 criangcas com TEA. Em uma revisdo de prontuarios com cerca de 8.500
pacientes para pesquisa dos Erros Inatos do Metabolismo, somente um paciente
apresentava um EIM e diagnostico de TEA. Os autores sugerem que a triagem para EIM
deva ser considerada em pacientes com TEA ndo sindromico, embora ndo seja custo
eficiente foi encontrado com disturbio do ciclo da ureia, ndo sendo assim considerado
pelos autores um teste com custo efetivo para o diagnéstico diferencial no TEA
(CAMPISTOL, et al, 2016). Entretanto, € importante lembrar que TEA tem sido
descrito como parte das manifestacdes fenotipicas de diversos EIM, inclusive alguns

trataveis, como a fenilcetondria ou a frutosemia.

3) Alteracbes nas CNVs envolvendo as regifes cromossémicas 16pl1l.2,
70911.23, 22911.2, 1921.1, 15913.3, 17p12 e 3g37-38, foram observadas em cerca de
5% dos casos;

A presenca de delecdo ou duplicacdo nestas regides cromossdmicas foram

observadas em estudos de associacdo gendmicas. Essas mutacOes raras, principalmente
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na forma de variaches estruturais cromossomicas submicroscopicas, sd@o agora
conhecidas por responder por até 10% dos casos de autismo idiopatico
(WISNIOWIECKA-KOWALNIK el al., 2019).

4) mutacGes penetrantes raras nos genes PTCHD1/PTCHD1AS, NRXNL,
SHANK1, SHANK2, SHANK3, NLGN3, NLGN4X, NRXN3, CNTNAP2 e DPPS6,
observadas em 5% dos casos.

Algumas das regides mais frequentemente descritas sdo listadas na Tabela 1.



30

Tabela 1. Regides gendmicas descritas com maior frequéncia de alteracdo no TEA
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1p 1p36.13  1:762.978-17.148.920 dup
1q 1q41-42 19211 1:145.0-146.4 Mb dup HYDIN
1q41 1:214.500.000-236.600.000  del MARKL
2p 2p16 2p163  2:50.145.642-51.250.673  del NRXNL
2q 2q 2437 29311 2:93.300.000-243.199.373  del,dup SLC25A12
2937
2:231.972.946-231.989.823  dl HTR2B
3q 324 3:142.984.063-143.567.372 del, dup  SLC9A9
3q25-27 3:148.900.000-187.900.000
5p 5p151  5:9.623.122-0.624.122  del
7q911.23 7:72.200.000 (1.5 Mb) dup RELN
7q22.1  7:98.000.000-107.400.000  del
7q 7q22.31 7q 7q31.2 7:116.312.458-116.438.439  del,dup FOXP2,WNT2,MET
7935936 7:145813.452-148.118.089 el EN2. CNTNAP2
11 110133-  11:70.313.960-70.935.807 el SHANK?2
q13.4
129 12q14.2 12:63.100.000-65.100.000
13 139 13q14.2-  13:47.300.000-47.300.000  del 5-HTR2A
ql4.1
15011-13  15qg11-13 15911-13 15911-13 15011-13 15: 20.7-26.7 dup UBES3A,
(Mb) SNRPN,CHRNA7
15913.3 del CHRNA7

15:28.736.917-30.686.830

16p 16p 16p1l2  16p11.216:29.5-30.1 (Mb) del, dup
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16p13.11  16:155-16.5(Mb) del, dup

17p 17p11.2  17:20.156.497-22.975.771  del,dup

174 17p11.2 17112 17:24.000.000-31.800.000 del SLC6A4
17213 17:38.100.000-50.200.000  del,dup ITGB3

18q 18421-23 18q 18g21.1  18:47.793.251-47.808.143  del TCF4, MBD1

21p 21p13-g11 21:0-16.400.000

224 22q11-13 229112 22:19.744.225 (1.5-3.0 Mb) del CRKL. FGF8, TBX1
22q13.3  22:51.113.069-51.171.639  del SHANK3

Xp Xp22 Xp Xp22.31  X:6.463.313-8.091.810 del,dup NLGN4

Xq Xq13 Xq13.1 X:70.364.680-70.391.050  del,dup NLGN3
Xq28 X:153.287.263-153.363.187 del MECP2

Adaptado de SCHAEFER et al., 2013.

1.3. Justificativa e relevancia

Estudos epidemioldgicos apontam um crescente nimero de diagndsticos de criangas
com TEA. Em 1966, o primeiro estudo epidemiol6gico apresentou uma frequéncia de
autismo na Inglaterra de 4,5 casos a cada 10.000 criancas entre 8-10 anos (LOTTER,
1996). Outro estudo, realizado duas décadas depois, no Japdo, mostrou frequéncia de 15
casos a cada 10.000 criangas (OHTAKI et al., 1992). A frequéncia foi estimada em
0,40% na Australia (ICASIANO et al., 2004), 0,1% no Iraque (KAMER et al., 2004) e
0,80% na Suécia (NYGREN et al., 2012). Apesar de muitos estudos apresentarem
prevaléncias para essa desordem, os dados sdo isolados, de paises especificos. Nao se

tem estudos epidemiologicos do TEA no Brasil.

Uma vez que existe um componente genético e que portanto pode haver um risco de

recorréncia aumentado em determinadas familias, o aumento na frequéncia do TEA
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impde uma demanda em termos de diagndstico etioldgico. A avaliacdo genética
molecular tem como objetivo unificar os agentes causadores e auxiliar no diagnostico
definitivo, para facilitar a aquisicdo de servigos necessarios para o0 paciente e sua a
familia, e finalmente, ajudar na eliminacgéo de testes de diagnostico desnecessarios. Sao
poucos o0s estudos enfocando as bases genético-moleculares no Brasil. Uma vez que a
populacéo é tri-hibrida e a estrutura genética varia bastante entre as diferentes regides,
caracterizar o componente genético subjacente ao TEA em diferentes populagdes

brasileiras.

Portanto, a pesquisa de alteracBes genética nesta amostra mineira pode auxiliar a
identificar alteracbes associadas ao TEA mais frequentes em nossa populacdo,

contribuindo para o maior entendimento dos fatores genéticos associados.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo Geral

Identificar a frequéncia de alteracbes genéticas presentes em uma amostra mineira

diagnosticada com TEA.

1.4.2. Objetivos Especificos:

1. Distinguir os participantes com TEA em termos clinicos e genéticos;

2. Averiguar a frequéncia de alteracdes cromossdmicas numéricas e estruturais

detectaveis ao cariotipo;
3. Averiguar a frequéncia de mutagdes expansivas em FMR1,

4. Averiguar a frequéncia de CNVs detectaveis por amplificacdo de multiplas
sondas dependente de ligagdo (MLPA), usando-se os kits SALSA MLPA
P343-C2 - AUTISM-1 e SALSA MLPA P245-B1;

5. Avaliar custo-efetividade do uso de screening inicial MLPA para a triagem
de CNVs.



33

2. Materiais e Métodos

2.1. Aspectos Eticos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP-
MG) através do parecer n® 2.132.120 (Anexo 1). A participacdo no estudo foi
condicionada a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido -
TCLE (Anexo I1) e ao Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - TALE (Anexo 1),
CAAE: 67953817.6.0000.5149.

2.2. Delineamento do estudo

Trata-se de estudo transversal, com amostra de conveniéncia, realizado no Ambulatorio
de Autismo do Hospital Borges da Costa, no complexo do Hospital das Clinicas -
UFMG, um centro publico de atendimento psiquiatrico as criangas e adolescentes com
Transtorno do Espectro Autista (TEA) da regido metropolitana de Belo Horizonte e do

interior de Minas Gerais.

A pesquisa ocorreu no periodo de junho de 2017 a dezembro de 2018. A coleta das
amostras biologicas ocorreu no periodo de julho de 2017 a novembro de 2018 no
Laboratorio Hermes Pardini, unidade Bernardo Monteiro, apds adesdo a pesquisa e

entrevista para coleta de dados.

Os testes genético-moleculares foram realizados no Laboratério Hermes Pardini no
Nucleo Técnico Operacional (NTO) em Vespasiano, Minas Gerais, no periodo de
dezembro de 2017 a janeiro de 2019. Os testes genéticos realizados foram (ver

detalhamento abaixo):

e Caridtipo com bandamento G, para uma resolucédo de 400-450 bandas
e PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o gene FMR1

e MLPA (amplificagdo de multiplas sondas dependentes de ligacao)
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2.3 Participantes

Os participantes deste estudo foram 65 criancas e adolescentes com diagnostico clinico
de Transtorno do Espectro Autista (TEA) em atendimento médico regular no
Ambulatério de Autismo do Hospital Borges da Costa, do Hospital das Clinicas da

Universidade Federal de Minas Gerais.

O diagnostico foi realizado por psiquiatra infantil segundo critérios do Manual
Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM-1V/V) e Classificacdo
Internacional de Doencas (CID-10). Foram incluidos criangas e adolescentes, na faixa
etaria de 2 a 17 anos, e de ambos 0s sexos.

Quando disponiveis, amostras dos pais foram coletadas e para eventuais confirmacéo

das alteracOes genéticas.

2.3.1. Critérios de inclusdo

- Diagnostico clinico de TEA.
- Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e do

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE), quando possivel

2.3.2. Critérios de exclusdo

- Presenca de alteracGes bioquimicas detectadas ao teste do pezinho;
- Presenca de fatores associados a etiologia ndo genética (diagnostico de infeccao

congénita, hipdxia neonatal grave ou uso de drogas teratogénicas na gravidez).

2.3.3. Selecao da amostra

Atualmente, encontram-se cadastrados no Ambulatério de Autismo 136 pacientes. A
amostragem obtida no ambulatério foi condicionada a coleta de sangue venoso da
crianga/adolescente e, se possivel, de seus genitores. A amostragem final foi composta
por 65 pacientes, obtivemos 71 casos (48%) de recusa na participacdo da pesquisa.
Dentre os motivos da recusa, em 28 (17%) houve dificuldade na imobilizacdo da
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crianca/adolescente para coleta de sangue venoso, em 26 (15%) houve falta de interesse
no diagndstico por parte dos pais e nos restantes 17 (13%) houve limitag¢des devido ao
prazo do estudo (ndo estiveram no ambulatério ou foram admitidos posteriormente). No
grupo exclusédo por néo realizar a coleta de sangue 28 (17%), conseguimos preencher o
protocolo de cadastro e encontramos idade média de 9 (+£3,80) anos. Este grupo também
apresentou maior grau de agitacdo nas entrevistas. Nos demais casos ndo obtivmos

informagdes.

A descricao dos casos incluidos e excluidos encontra-se esquematizada na Fig. 1.
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Figura 1: Fluxograma de selecdo dos pacientes com TEA do Ambulatério de Autismo
durante o estudo

Criancas e adolescentes com TEA
n=136

Exclusio por recusza em

participar do estudo: =216

110 pacientes

Excluzio por nie realizacio da
coleta de sangue: n=18

31 pacientes

Limitactes devide ao prazo: n=17

Amostra final: n=65
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2.4. Coleta dos dados clinicos e demograficos

Os dados demograficos e clinicos foram coletados através de entrevista com 0s
responsaveis e pesquisa dos prontuarios. Foi utilizado formulario construido pelos

autores (Protocolo para Cadastro) e estabelecido no inicio do estudo (Anexo 1V).

2.4.1. Avaliacdo morfoldgica

As avaliacdes foram feitas por fotografia da frontal, perfil direito e esquerdo da face.
Além disso, foram avaliadas fotografias das méaos, vista palmar e dorsal
(ANGKUSTSIRI et al., 2012). As anélises foram coletadas no Protocolo para Cadastro.
Sendo assim, a avaliagdo morfologica dos pacientes consistiu em analise de fotos por
um geneticista clinico (Dra. Anisse Chami e Dra. Maria Raquel Carvalho), o qual
demonstrou uma impressdo de quais pacientes apresentavam dismorfismos relevantes,
que incluia fotos da face e das méos. A impressdo dos dismorfismos foi classificada em
“dismorfismos relevantes”, “dismorfismos leves” e “auséncia de dismorfismos

relevantes”.

Nesta avaliacdo, observamos as seguintes caracteristicas: forma craniana, implantagéo
dos cabelos, formato da face e sobrancelhas, posicdo dos olhos, queda palpebral,
caracteristicas de face em geral, do nariz, das orelhas, da boca, mandibula e pescoco.
Nas mdos, observamos o formato dos dedos e a regido palmar/pregas palmares. Nao

dispomos de dados antropométricos detalhados.

2.4.2. Avaliacdo genético-molecular

2.4.2.1. Coleta das amostras bioldgicas

Foi realizada coleta de sangue venoso (7 mL) em heparina sddica e (5 mL) EDTA para

cultivo celular e extracdo de DNA, respectivamente.

Os testes genéticos foram realizados de forma escalonada (Fig. 2)
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Figura 2: Fluxograma de Atendimento para as Avaliagdes
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2.4.3. Cariotipo com bandamento G

O caridtipo e utilizando para identificacdo de alteracbes numéricas e estruturais nos
cromossomos, sua realizagdo na pesquisa foi um critério de exclusdo para outras

sindromes associadas.

2.4.3.1. Preparo da amostra para cariotipo

Para realizacdo do cari6tipo com bandamento G foram coletados 7 mL de sangue total

em heparina sddica. O cultivo celular foi estabelecido em até 48 horas ap0és a coleta.

2.4.3.2. Cultura de células

Para cada amostra foram usados dois tubos conicos em duplicata, contendo 5 mL do
meio RPMI-1640. Em cada um dos tubos de cultura, foi adicionado 400 uL. de sangue
total. Os tubos foram identificados de acordo com a numeracdo gerada no Protocolo de
Cadastro e deixados em estufa a 37°C por 72 horas. Apos este periodo, foi adicionado
aos tubos de cultura 20 a 30 puL de colcemid a 10 pg/mL. Os tubos de cultura foram

homogeneizados e deixados em estufa a 37°C por mais 20 a 30 minutos.

2.4.3.3. Preparacdo citologica

As amostras em duplicata foram adicionadas a um Unico tubo, que foi posteriormente
centrifugado a 1.200 rotagGes por minuto (rpm) por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pacote celular homogeneizado. Em seguida, foi acrescentado um total de
8 mL de solucéo hipotdnica KCI 0,075 M pré-aquecida a 37°C, sendo que 0s primeiros
4 mL foram acrescentados de 1 mL em 1 mL, e 0s 4 mL restantes de 2 mL em 2 ml em
homogeneizacdo constante de maneira suave. O tempo de acdo da solucdo hipotonica
foi cronometrado por 14 minutos e ao final deste tempo foi acrescentado 1,0 mL de
solucdo fixadora na proporcéo 3:1 de metanol (MERCK®) e &cido acético (MERCK®).
A amostra foi novamente homogeneizada e centrifugada. O sobrenadante foi mais uma
vez descartado e adicionado 5 mL de solucéo fixadora gelada. Este processo foi repetido
até que o sobrenadante estivesse claro. Em seguida as amostras foram armazenadas em

freezer a -20°C até a préxima etapa.
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2.4.3.4. Confeccdo de laminas

Os tubos com amostras fixadas foram centrifugados a 1200 rpm por 10 minutos para
troca do fixador. O sobrenadante foi descartado, e em seguida acrescentado 5 mL de
solucdo fixadora a 3:1 de metanol (MERCK®) e &cido acético (MERCK®). As
amostras foram homogeneizadas e centrifugadas novamente. Em seguida, parte do
sobrenadante foi novamente descartado a fim de concentrar o material. Foram pingadas
trés gotas do material sobre a lamina (PERFECTA®) limpa e resfriada em agua
ultrapura na geladeira. O gotejamento ocorreu no periodo de 15 a 25 segundos, de forma
que o material se espalhasse completamente na lamina, e em seguida, as laminas foram
colocadas em chapa aquecida a 40°C até secarem completamente e ocorrer a fixacdo das
metafases a superficie da lamina e acondicionadas em estufa numa faixa de 50°C a
60°C por 24 horas.

2.4.3.5. Coloracao das Laminas

As laminas foram mergulhadas em solugéo de tripsina por 3 a 16 segundos e em seguida
em tampédo Dulbecco's. As laminas foram coradas por 1 a 2 minutos com corante
Giemsa-Wright diluido em tampéo fosfato pH 6.8 a 6.9, em posteriormente lavadas com

agua tipo |.

2.4.3.6. Andlise citogenética

As amostras foram cadastradas no sistema e analisadas automaticamente no Applied
Spectral Imaging (ASI) (Applied Biosystems, EUA). Duas laminas de cada paciente
foram coradas e colocadas para fotografar as células em metafase. Pelo menos 5
metafases de cada amostra foram analisadas no sistema, onde os cromossomos foram
individualizados, pareados e contados com a conferéncia do analista. Apds esta etapa,
foi feita a comparacdo simultdnea das 5 metafases cariotipadas para avaliacdo da
estrutura dos cromossomos. A analise foi completada manualmente no sistema para

uma contagem de no minimo 20 células em metafase e resolucéo de 400 a 450 bandas.
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O resultado foi descrito conforme o International System for Human Cytogenetic
Nomenclature (ISCN 2016).

2.4.4. Reacdo em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction- PCR) para o gene
fragile X mental retardation 1 (FMR1)

A pesquisa molecular de cromossomo X fragil envolve a andlise epigenética de uma
ilha CpG localizada na regido promotora do gene FMR1, onde o nimero de repetices
CGG determinam o grau de metilacdo da regido e, consequentemente, o nivel de
expressdo génica. Para a realizagdo do diagndstico molecular do X fragil, utilizamos a
metodologia proposta por Zhou et al (2004, 2006) cujo trabalho adaptou a analise de

fragmentos em sistema de eletroforese capilar.

2.4.4.1. Preparo das amostras

A extracdo do DNA foi realizada com o kit QlAamp DNA Blood Mini (Qiagen®),
utilizando o protocolo de sangue total do fornecedor. As amostras foram quantificadas
em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher, Waltham, EUA), normalizadas para uma

concentracdo de 100 ng/uL.

Neste ensaio, 2 ug DNA gendmico foi tratado com o Kit EpiTect Bisulfite Handbook
(Qiagen® Hilden, Alemanha) conforme protocolo do fornecedor para sangue. O DNA
genémico foi modificado com bissulfito de soédio, para converter todas as citosinas ndo
metiladas no genoma em uracila, deixando as citosinas metiladas intactas (CLARK et
al., 2006).

2.4.4.2. PCR para o gene FMR1

O ensaio foi modificado em relacdo ao método descrito por Zhou et al., (2004, 2006).
Este métodos requer a combinacdo de 3 reacdes de PCR separadas (para os protocolos
ver Anexos VI e VII). Realizamos apenas 2 reagdes de PCR, direcionado para alelos
ndo metilado e metilados acima de 200 repeticdes CGG. A primeira reagdo utilizou um
par de iniciadores marcado com o hexaclorofluoresceina na sequéncia sense para a

anélise do numero de repeticbes CGG ndo convertidas pelo bissulfito de sédio. A
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segunda reacdo utilizando um trio de iniciadores, onde o iniciador sense foi marcado

com NED™ | e os outros iniciadores antisense ndo possuiam marcacéo fluorescente.

A técnica mTP-PCR uma adaptacdo do PCR convencional com triplet-primer sensivel a
metilacdo, uma estratégia de Warner e colaboradores em 1996. Amplificacdo com 3
iniciadores; um iniciador sense marcado com NED™ a montante da repeticdo, um
iniciador antisense com cauda ndo marcada emparelhamento dentro da repeticéo
metilada modificada e um segundo iniciador antisense ndo marcado especifico para o

segmento caudal do primeiro iniciador antisense.

ConcentracOes e quantidades de reagentes utilizados na PCR para o gene FMR1, assim
como o programa de amplificacdo e parametros para eletroforese capilar estdo descritos

no Anexo VI.

2.4.4.2.1. Calculo para a determinacdo do nimero de repeticdes CGG

O célculo foi determinado considerando o tamanho do fragmento amplificado e a
posicao dos iniciadores na regido repetitiva do triplete CGG na reacéo 1.

(Fragmento amplificado em pb - 168 pb) / 3 = Numero de repeticbes CGG

2.4.4.3. Kit AmplideX® PCR/CE FMR1

Para garantir a reprodutibilidade devido as alteracBes do protocolo de Zhou et al. e
colaboradores em 2004 e 2006, resultados alterados e homozigotos para 0 Sexo
feminino foram confirmados com o kit AmplideX® PCR/CE FMR1®. Este kit utiliza
trés iniciadores para repeticdo primaria CGG em apenas uma reacdo com DNA
genémico. Os reagentes de PCR incluem iniciadores especificos do gene e para regido
CGG, um tampdo, enzima taq polimerase para amplificacdo da regido repetitiva no gene
FMR1, diluente e um padrdo de peso molecular ROX 500. O tamanho dos produtos de
PCR ¢ convertido para o numero de repeticdes CGG usando fatores de conversdo de

tamanho e mobilidade de acordo com o aparelho de eletroforese capilar.



43

O protocolo para reagdo de PCR para o kit AmplideX® PCR/CE FMR1®, assim como
o programa de amplificacdo e parametros para eletroforese capilar estdo descrito no
Anexo VII.

2.4.4.3.1. Célculo para a determinacdo do numero de repeticdes CGG no Kit
AmplideX® PCR/CE FMR1

O célculo foi determinado considerando a mobilidade do fragmento migrado no
sequenciador ABI3730 (Thermo Fisher, Waltham, Estados Unidos) conforme

orientagdes do fornecedor.

(Fragmento amplificado em pb - 229,4pb) /2,965pb = NUmero de repeticdes CGG

2.4.5. Amplificacdo de multiplas sondas dependentes de ligagdo (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification-MLPA)

A realizacdo dos testes prosseguiu com a combinacdo de dois Kits de SALSA MLPA
para anélises de sindromes associadas ao TEA conforme Jehee (2011) e Moreira et al
(2014): o kit SALSA MLPA P245-B1 probemix sindromes de microdeleces e
microduplicacdes para 21 sindromes distintas e o0 kit SALSA MLPA P343-C2 para
regides cromossdémicas comuns ja relacionados com TEA; 15911-ql13 (incluindo
UBE3A, GABRBS3 e a regido de microdelecdo 15913 com CHRNAY), a regido de
microdelecdo 16pl1l e o gene SHANK3 em 22q13.

2.4.5.1. Principio do Método e Modificag¢bes no protocolo

MLPA® é um método baseado em PCR semi-quantitativo, cujo objetivo consiste em
detectar alteragdes no nimero de cépias de sequéncias de DNA, quando comparado a

uma amostra referéncia e com sondas de referéncia.

A técnica é capaz de detectar delecGes e duplicagdes de diversos genes
simultaneamente. A reacdo de MLPA pode ser dividida em cinco etapas principais: 1)
Desnaturacdo do DNA e hibridizacdo das sondas; 2) Reacdo de ligacdo; 3) Reacédo de
PCR; 4) Separacdo dos produtos amplificados por eletroforese capilar; e 5) Analise dos

resultados.
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Estas sondas possuem dois oligonucleotideos distintos, de sequéncia exclusiva e
complementar ao DNA alvo. Durante a hibridizagdo se a sequéncia alvo da sonda
estiver presente na amostra, as duas sondas irdo hibridizar. Quando as duas sondas
hibridizam na sequéncia alvo de maneira correta e ficaram adjacentes, elas serdo unidas
pela enzima ligase durante a reagéo de ligacdo (passo 2). Apenas as sondas unidas serdo
amplificadas exponencialmente durante a reagdo de PCR (passo 3), e somente estes
produtos conseguirdo gerar um sinal. Os produtos da amplificacdo sdo separados
utilizando eletroforese de capilar (passo 4) e a analise realizada (passo 5) atraves do

programa Coffalyser.Net (MRC-Holland) especifico para a metodologia.

O protocolo original de (SCHOUTEN et al., 2002) encontra-se disponivel em:
(https://www.mlpa.com). As modificacBes realizadas no protocolo para este estudo

encontram-se no protocolo reduzido no Anexo VIII.

2.4.5.2. Preparo das Amostras

A extracdo do DNA foi realizada com o Kit commercial QlAamp DNA Blood Mini
(Qiagen), protocolo do fornecedor, quantificadas em NanoDrop 2000 (Thermo Fisher,
Waltham, Estados Unidos) e normalizadas para uma concentracdo de 125 a 150 ng/uL.
Amostras com concentragcdo de DNA inferior ao recomendado e relagdes 260/280 nm
abaixo de 1,7 e 260/230 nm abaixo de 1,9 foram descartadas e o0 DNA extraido

novamente com um protocolo modificado (Anexo V)

Para a reacdo, foram utilizados 2,5 pL da diluicio DNA a 50 ng com o reagente de
eluicdo para o Kit SALSA MLPA P245-B1 e SALSA MLPA P343-C2 em tubos de 0,2

mL devidamente identificados, de modo que volume final ndo ultrapassasse 2,5 pL.
O protocolo reduzido para reacdo dos kits SALSA MLPA P245-B1 e SALSA MLPA
P343-C2, assim como as modificacdes, programa de amplificacdo e parametros para

eletroforese capilar estdo descrito no Anexo VIII.

2.4.5.3. Analise dos Resultados da MLPA
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Apds a eletroforese capilar, a andlise comparativa dos fragmentos presentes no
eletroferograma foi realizada utilizando o programa Coffalyser.Net (MRC-Holland).
Atraveés deste programa foi possivel verificar a altura dos picos obtidos a partir de cada
produto de amplificacdo. Os dados obtidos refletem o numero relativo de copias de cada

sonda.

Os dados brutos das corridas foram adicionados ao programa Coffalyser.Net (MRC-
Holland). O programa é capaz de indicar quais corridas ficaram de boa qualidade e se
foi possivel a realizacdo adequada da normalizacdo intra-amostral e inter-amostral. Na
normalizac&o intra-amostral, cada sonda teste é comparada com a média dos valores de
todas as outras sondas da mesma amostra, essa etapa é importante para corrigir

oscilacdes da reacao.

Na normalizagdo inter-amostral, a sonda de cada paciente, é dividida pela média de cada
sonda correspondente nas amostras controle. Para a realizacdo desta etapa, foram
incluidas quatro amostras controle (sem alteracdo genética) no respectivo kit. Nesse
protocolo, os valores foram considerados normais quando a area do pico relativo estava
entre 0,8 e 1,2 para o kit SALSA MLPA P245-B1 e 0,7 e 1,3 para o kit SALSA MLPA
P343-C2, considerando-se duas copias da sequéncia analisadas. J& os valores inferiores
a 0,8 e 0,7 indicavam delecdo; uma cdpia, e valores superiores a 1,2 e 1,3 indicavam
duplicacdo, trés copias, respectivamente. O resultado final da analise gerou um grafico
de razdo com todas as sondas do respectivo kit MLPA juntamente com os valores
limites para normalidade e uma tabela com o nimero de cépias de cada regido alvo
além de sondas que determinam o sexo conforme a Anexo I1X Descri¢do do kit SALSA
MLPA P245-B1, e Anexo X Descricdo do kit SALSA MLPA P343-C2.

2.5. Anélises estatisticas

Os dados continuos foram descritos atraves de medidas de tendéncia central
(média e mediana) e dispersao (desvio-padrédo, valores minimo e maximo) e os dados
categoricos foram descritos em valor absoluto e percentual, utilizando-se o Programa
Excel. O intervalo de confianca de 95% foi utilizado para estimar a proporgéo de
deteccdo nos testes genéticos, tendo sido estimados usando-se o software Confidence
Interval Calculator (2013).



https:/www.pedro.org.au/portuguese/downloads/confidence-interval-calculator/.
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3. Resultados

3.2. Dados Clinicos e Demograficos

3.2.1. Descrigéo das criangas e adolescentes

Foram incluidas 65 criancas e adolescentes de 2 a 17 anos (idade média 10+3,21
anos), sendo 80% do sexo masculino (Tabela 2).

Dados clinicos ndo puderam ser obtidos para todas as criangas por motivos:
auséncia da informacao na caderneta da crianga, no prontuério e/ou desconhecimento da
informacao por parte dos acompanhantes.

Na historia médica pregressa, colhida através da entrevista e consulta no
prontuario, a informacgdo sobre a medida do perimetro cefalico (PC) ao nascimento
estava disponivel para apenas 32 (49%) dos pacientes. Deste, em 8 casos o valor do PC
foi <32cm em recém-nascidos a termo, o limite sugerido pelo Ministério da Saude para
caracterizar Microcefalia.

Informacgdes sobre os valores de Apgar 1’ ¢ 5’ foram obtidas para 43 criangas e
adolescente. Quatro pacientes apresentaram Apgar no primeiro minuto abaixo de 6, e
trés no quinto minuto.

Baixo peso ao nascimento (inferior a 2500 gramas) ocorreu em 20% do total de
60 descritos.

Outros dados da histdria clinica mais frequentes (em 62 descritos) foram: relato
de sofrimento fetal crénico em cinco pacientes e um com Crescimento Intrauterino
Retardado (CIUR) ao ultrassom fetal, ictericia neonatal em 10, diagndstico de epilepsia
em quatro criancas. Historico de sepse neonatal ocorre em trés criancas.

Dados de IMC (indice de massa corporal) atual foram calculados utilizando o
método indicado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para célculo de IMC
baseado na faixa etaria e classificado em percentis, levando-se em consideracdo o sexo e
a idade. Encontramos, em 52 criangas e adolescentes, (37%) com IMC adequado, (37%)
obesidade e (27%) com sobrepeso.
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Tabela 2: Dados demograficos e clinicos das criancas e adolescentes com

diagnéstico de TEA acompanhados no Ambulatério de Autismo do Hospital das

Clinicas da UFMG

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

n %
Total de meninos 52 80
Total de meninas 13 20
| TOTAL DE AMOSTRAS 65 |
Idade média das criancas e adolescentes 10
Desvio padrao (t) 3,21
Idade gestacional média 38
Desvio padrao () 2,86
Prematuridade 9
DADOS PRE-, PERI- E POS- NATAIS n %
| TOTAL DE PC (perimetro ceféalico) 32
PC (média) obtido na amostra em centimetros 34
Desvio padrao (+) 2,03
PC <32cm 8
| TOTAL DE APGAR 1' DESCRITOS 41
APGAR 1'-7a10 37 90
APGAR1'-4a6 3 7
APGAR 1' - menor que 4 1 2
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TOTAL DE APGAR 5' DESCRITOS 43
APGAR5'-7a10 40 93
APGAR 5' - menor que 7 3 7
TOTAL DE PESO AO NASCIMENTO DESCRITOS 60 |
Baixo peso (inferior a 25009) 8 13
Muito baixo peso (inferior a 15009) 3 5
Extremo baixo peso (inferior a 1000q) 1 2
Total de baixo peso 20 33
DIAGNOSTICO INICIAL AO NASCIMENTO RELEVANTES |
CIUR - crescimento uterino restrito 1 0,62
Ictericia 10 6,2
Epilepsia 4 2,48
SEPSE - septicemia 3 1,86
Sofrimento fetal crénico 5 3,1
IMC (indice de massa corporal) atual |
IMC adequado 19 37
IMC sobrepeso 14 27
IMC obesidade 19 37
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3.2.2. Descricdo materna

A idade média materna ao nascimento foi 29+8,62 anos. Obtivemos 17 maes com faixa

etaria de 30 a 35 anos e 12 maes com faixa etaria de 35 a 45 anos ao nascimento.

No periodo pré-natal, as alteracbes e comorbidades mais encontradas foram: pré-
eclampsia em nove maes (13,85%), sendo que em cinco casos houve parto prematuro,
diabetes gestacional em trés (4,6%), hepatite B e tabagismo em duas (3,1%). As demais
comorbidades encontradas nas 62 mées das criangas e adolescentes estdo relacionadas
na Tabela 3.
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Tabela 3: Dados demogréaficos e clinicos das mées das criancas e adolescentes com
diagnéstico de TEA acompanhados no Ambulatério de Autismo do Hospital das
Clinicas da UFMG

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS MATERNOS

n
Idade média materna ao nascimento 29
Desvio Padréo (+) 8,62
Mées com faixa etéria de 30 a 35 anos 17
Mées com faixa etéria de 35 a 45 anos 12
DIAGNOSTICO INICIAL MATERNO n %

| Alergia 1 0,62 |
Alcoolismo 1 0,62
Anemia 1 0,62
Citomegalovirus materno 1 0,62
Colestase 1 0,62
Depressdo materna 1 0,62
Descolamento da placenta 1 0,62
Diabetes gestacional 3 1,86
Hemorragia cerebral 1 0,62
Hepatite B 2 1,24
Hipoglicemia 1 0,62
Hipertireoidismo 1 0,62
Hipotireoidismo 1 0,62
Proteindria 1 0,62
Tabagismo 2 1,24
TDAH materno 1 0,62

Trombose + Labirintite 1 0,62
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3.3. Avaliacéo genético-molecular

O Protocolo de Cadastro do presente estudo (Anexo 1V) foi obtido para os 65 pacientes
da amostra, mas informacdo detalhada foi obtida apenas 62 pacientes. Além disto, foi
possivel revisar o prontuério de 62 casos. Para trés pacientes, ndo foi possivel obter
informacdes clinicas relevantes no Protocolo de cadastro e no prontuario. Entretanto,
como a amostra biologica havia sido cedida, estes pacientes foram incluidos nos testes
moleculares. A descri¢do dos diagnosticos ou impressdo diagndstica obtida para os 65
pacientes, para os quais obtivemos dados clinicos € apresentada no Anexo Xl - Tabela
de dados clinicos das criancas e adolescentes. Em apenas 14 (23%) dos 62 pacientes
para 0s quais os dados clinicos estavam disponiveis, foi descrito o CID-F84 com ou sem
especificacdo de comorbidades. Uma impressdo diagnostica sem atribui¢do de CID foi
descrita no prontudrio para 27 (44%) pacientes. Portanto, em 21 pacientes ndo houve
diagndstico descrito no prontuério. O detalhamento é fornecido na Anexo XVII - Tabela

de dados clinicos das criancas e adolescentes.

3.3.1. Avaliacdo Morfologica

A avaliacdo morfoldgica foi feita em conjunto com geneticista clinico, a partir das
fotografias dos pacientes. Os pacientes (62) foram classificados em 3 grupos:
dismorfismos relevantes ocorreram em 25 casos (40%), dismorfismos leves em 20

(32%) e auséncia de dismorfismos em 17 casos (27%).

Dentre os dismorfismos mais observados, “face alongada” foi mais relatado, seguido da

“baixa implantacdo dos cabelos na fronte” e “orelhas salientes” (Tabelas 4 € 5)
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Tabela 4. Descricdo dos dismorfismos leves observados nas criancas e

adolescentes com diagnostico de TEA acompanhados no Ambulatério de Autismo do
Hospital das Clinicas da UFMG

DESCRIGCAO DAS CRIANGAS E ADOLESCENTES COM PRESENGA DE

DISMORFISMOS LEVES

HBC 02.1

HBC 03.1

HBC 06.1

HBC 07.1

HBC 08.1

HBC 10.1

HBC 15.1

HBC 17.1

HBC 22.1

HBC 28.1

HBC 31.1

HBC 32.1

HBC 36.1

HBC 44.1

HBC 46.1

face alongada, fenda palpebral para cima, nariz com ponte elevada e nariz bulboso,

boca filtro curto, leve retrognatia

face arredondada, ponte nasal deprimida e ponta arredondada, filtro naso-geniano
curto, acantose nigricans na regido cervical, mdos com pontas dos dedos levemente

afiladas
olho telecanto(?), nariz columela rebaixada, orelha baixo implantada

columela abaixo das alas e narinas levemente antevertidas, filtro naso-geniano

longo e pouco marcado

olhos epicanto/pregas epicantais /telecanto (?), boca filtro bem marcado, face média

levemente hipoplasica

boca filtro curto, bragos alongados em relagdo ao tronco, dedos com pontas

afiladas, clinodactilia 5° dedo(?)

face média hipoplasica, fendas palpebrais desviadas para cima

nariz um pouco bulboso, diastema de incisivos centrais superiores, leve retrognatia

filtro labial pouco marcado, I&bios finos,

nariz ponta bulbosa, orelhas de salientes, leve hipoplasia malar
impressdo de alta estatura constitucional, orelhas salientes, maos grandes
lordose (hipotonia de abdome)

cabelo de implantacdo baixa na fronte, fronte curta, sobrancelhas arqueadas, ponte

nasal alta

turricefalia (?)

orelhas em salientes, dedos filiformes
face hipotbnica, boca entreaberta

baixa implantacdo dos cabelos na fronte, miopia, elevada filtro marcado



HBC 50.1

HBC 56.1

HBC 58.1

HBC 59.1

HBC 61.1
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orelhas salientes, hélices grandes, olheiras profundas
impresséo de turricefalia, orelhas grandes

sobrancelhas esparsas, diastema de incisivos centrais superiores, olheiras

profundas, mancha hipercrémica no queixo, com aproximadamente 1,5 x 1,5 cm

orelhas com implantagdo normal e hélices pouco desenvolvidas, boca com filtro
longo pouco marcado, labios superior fino

retrognatia leve, columela alongada, ponta bulbosa, dedos filiformes
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Tabela 5. Descricdo das criancas e adolescentes com dismorfismos relevantes e
diagnéstico de TEA acompanhados no Ambulatério de Autismo do Hospital das
Clinicas da UFMG.

DESCRIGCAO DAS CRIANCAS E ADOLESCENTES COM PRESENCA DE DISMORFISMOS
RELEVANTES

olhos pequenos e sobrancelhas arqueadas, nariz ponta nasal alta e nariz bulbosa, boca

HBC 05.1 leve prognatismo, orelha baixo-implantada, cabelo de implantacdo baixa na fronte

olhos grandes, fendas palpebrais , nariz ponte alta e ponta elevada e narinas
antevertidas, boca filtro longo, orelhas baixo-implantadas, com anti-hélices

HBC 09.1 proeminentes, hipoplasia malar

cabelo baixo implantado na fronte, fendas palpebrais levemente obliquas para cima,
hipoplasia nasal, ponte nasal baixa, nariz curto e bulboso, comissura labial voltada para

HBC 11.1 baixo, orelhas salientes, mento proeminente, sem prognatismo

olhos implantagdo funda nas Orbitas, pequenos com fenda para cima, ponte nasal
deprimida, pequeno e fossa nasal pequena, boca em tenda, filtro curto, pescoco curto,

HBC 13.1 baixa implantagdo de cabelo na fronte, dedos levemente filiformes, obesidade

implantacdo baixa de cabelo fronte, olhos pequenos, nariz ponte alta e narinas
antevertidas, orelha baixa implantada, clinodactilia dos 5° dedos, prega méo esquerda
HBC 14.1 em taco de hockey

fendas palpebrais inclinadas para baixo, orelhas grandes salientes, face média

HBC 18.1 hipoplasica, malar hipoplésico, face alongada, hipot6nica

sutura metdpica proeminente, alta implantagdo dos cabelos na testa, olhos
telecanto/hipertelorismo, ponte nasal alta, boca ampla/grande, rotacéo incompleta das

HBC 19.1 orelhas, queixo proeminente
HBC 20.1 microssémico, proporcional

impressédo de turricefalia, baixa implantacdo dos cabelos na fronte, ponte nasal alta,

HBC 23.1 orelhas salientes, filtro labial curto, dedos alongados, finos

sobrancelhas grossas e arqueadas, orelhas em salientes hélices protusas, leve
HBC 24.1 clinodactilia 5° dedo

fronte curta, cabelo implantagéo baixa, ptose palpebral bilateral, fendas palpebrais
inclinadas para cima, ponte nasal alargada ponta rebaixada, columela abaixo das alas,

HBC 25.1 aletas antevertidas, pescoco acantose nigricans (?), mao esquerda com prega taco de



HBC 26.1

HBC 27.1

HBC 29.1

HBC 30.1

HBC 33.1

HBC 35.1

HBC 37.1

HBC 38.1

HBC 42.1

HBC 48.1

HBC 49.1

HBC 55.1

HBC 64.1
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hockey, dedos com pontas afiladas, obesidade

cabelo baixo implantado na fronte, olhos impresséo de telecanto, sobrancelhas
arqueadas, nariz ponta elevado, boca filtro longo, labio superior fino, incisivos grandes e

longos, face média hipopléasica

alta implantacdo cabelo na fronte, sobrancelhas esparsas, nariz ponte alta e ponta
rebaixada columela longa, boca labios grossos filtro curto, orelhas de salientes baixo

implantada

turricefalia, fronte ampla com alta implantacdo dos cabelos, sobrancelhas esparsas, nariz
ponta elevada e curto ponte rebaixada, boca filtro curto, face média hipoplasica, queixo

proeminente
nariz longo, ponta bulbosa, hipoplasia alar, retrognatia

cabelo baixo implantados, fendas palpebrais inclinadas para baixo, olheiras profundas,
sobrancelhas esparsas, nariz ponte nasal alargada, orelhas baixo implantadas, face média

hipoplasica

sobrancelhas grossas, nariz bulboso, hipoplasia alar. ponte alta, filtro labial longo, labios

finos, orelhas baixo implantadas (?), hipoplasia malar, retrognatia

fronte curta, baixa implantacdo dos cabelos, orelha com rotag¢do incompleta, baixo-
implantadas/assimétricas, impressdo de palato ogival alto e estreito, dedos com pontas
afiladas, falanges distais hiperfletidas (?), auto-mutilagcdo (morde os dedos a ponto de

deixar cicatrizes

fronte curta com baixa implantacéo de cabelo,estrabismo divergente, boca diastema de

incisivos superiores, orelha l6bulo auricular grande, pescoco curto, abdome proeminente

assimetria facial, palpebras caidas (ptose palpebral?), fendas palpebrais inclinadas para
baixo, impressao de telecanto, boca labio superior fino, nariz ponte alongada, orelha

baixo implantada e rodada posteriormente

face média plana, olhos impressdo de telecanto, nariz tubular ponte alongada, orelha

baixo implantada com dobras anémalas, boca com filtro curto

mdos com polegar digitalizado e distal, nariz curto ponte elevada, boca filtro longo,

I&bio superior invertido

face alongada e face média plana, fendas palpebrais obliquas para cima, sinofris, labios

grossos, orelha de salientes, retrognatia

baixa implantagdo dos cabelos na fronte, sinofris, ponte nasal elevada e ponta bulbosa,
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boca filtro curto, labios proeminentes, retrognatia leve, face alongada, maos dedos

longos e finos, pregas palmares com transversa incompleta a esquerda

face alongada, orelha grandes e salientes, fenda palpebral para baixo, nariz ponte e
dorso elevado, boca filtro curto pouco marcado, mdos com a ponta dos dedos alargadas

HBC 65.1 (baqueta), clinodactilia de 5° dedo, prega palmar transversa a direita

3.3.2. Resultados dos Testes Genéticos

3.3.2.1. Cariotipo com bandamento G

Né&o foram detectadas alteracGes cromossdmicas estruturais ou numéricas em quaisquer
das 65 amostras de criancas e adolescentes avaliadas. Em trés pacientes encontramos
variacfes cromossdmicas normais na populagdo. Quando a qualidade técnica obtida nas
imagens ndo estava boa, as andlises foram realizadas manualmente. Exemplos das
imagens dos cariogramas obtidas estdo apresentadas na (Fig. 3) (sexo masculino) e (Fig.

4) (' sexo feminino).



Figura 3 - Cariograma paciente do sexo masculino- HBC 26.1
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3.3.2.2. PCR para o gene FMR1

Em 65 amostras analisadas para pesquisa do nimero de repeti¢cdes CGG no gene FMR1,
encontramos um paciente alterado, com 92 repetices CGG, ou seja, compativel com
pré-mutacao (HBC 65.1 - sexo masculino), usando o protocolo de Zhou e colaboradores
(2004; 2006). Esta alteracdo foi confirmada na mée. Este exame foi repetido com o uso
do kit AmplideX® PCR/CE FMR1, que apontou a existéncia de uma mutagdo completa
(ver discussédo abaixo). A frequéncia observada de alteracbes em FMR1 foi de 1,5%
(IC-95% - 0,27%-8%). Resultados apresentados abaixo (Fig. 5).

Figura 5: Descricdo clinica e eletroferograma do paciente HBC 65.1, método de Zhou et
al., 2004;2006 para o gene FMR1 e AmplideX® PCR/CE FMR1

Descricéo clinica:

HBC 65.1

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS
Sexo: masculino

Idade: 6 anos

Peso ao nascimento: 3,320 gr Comprimento ao nascimento: 51cm
Perimetro Cefalico (PC): 36 cm

Apgar:1°’: 4 5:9

Idade gestacional (1G): 41 semanas

Parto: normal

Pré-natal: Hipdxia.

Peso atual: 20,5 kg Altura: 1,20cm

AVALIACAO GENETICO MOLECULAR

Avaliacéo da morfologia: presenga de dismorfismos relevantes.

Descricao: face alongada, orelha grandes e salientes, fenda palpebral para baixo, nariz
ponte e dorso elevado, boca filtro curto pouco marcado, méos com a ponta dos dedos
alargadas (baqueta), clinodactilia de 5° dedo, prega palmar transversa a direita
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Legenda - A, eletroferograma do paciente HBC 65.1 com mutacdo completa realizado com o kit
AmplideX® PCR/CE FMRL1. B; eletroferograma com a reacdo de alelos ndo metilados do paciente
HBC 65.1 com pre-mutagdo realizado com a metodologia de Zhou et al., 2004;2006. C;
eletroferograma com a reacdo de alelos metilados do paciente HBC 65.1 com perfil de mutagéo
completa realizado com a metodologia de Zhou et al., 2004;2006.

Notas: as identificacbes geradas no eletroferograma corresponde a posi¢do do protocolo de
execucdo do teste e ndo da amostra.
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Apenas uma de 14 meninas foi homozigota para este polimorfismo usando-se o usando
0 protocolo de Zhou e colaboradores (2004; 2006). Este resultado foi confirmado com o
kit AmplideX® PCR/CE FMR1.

Além disso, o tamanho do alelo estimado usando-se o protocolo de Zhou e
colaboradores (2004; 2006) foi diferente do tamanho estimado usando-se o Kkit
AmplideX® PCR/CE FMR1 conforme dados da Tabela 11.

Tabela 6: Comparacao entre os resultados da estimativa do tamanho da repeticdo CGG
a 5’ do gene FMR1, conforme as técnicas de Zhou et al, 2004,2006 e o kit AmplideX®
PCR/CE FMR1

Identificacéo Sexo Resultado da sindrome Resultado da sindrome
X-FRAGIL X-FRAGIL
N° REPETICOES CGG N°REPETICOES CGG
(Zhou et al., 2004, 2006) (AmplideX®PCR/CE FMR1)

HBC 04.1 25 31
M
HBC 10.1 M 26 32
HBC 25.1 F 22e27 28e32
HBC 31.1 26 32
F
HBC 44.1 M 16 23
HBC 53.1 F 20e 26 25e 32
HBC 65.1 M 92 Mutacéo completa

Nota: Observamos a diferenca de () 6 repeticGes da trinca CGG.
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3.3.2.3. MLPA

Na anélise utilizando-se o Kit SALSA MLPA P245-B1 para sindromes genéticas mais
frequentes, encontramos quatro resultados alterados em 62 amostras (3,22%, 1C-95:
0,89-11%):

1. paciente (HBC 25.1 - sexo feminino) apresentou uma delecdo em heterozigose
da regido 22q13 associada & Sindrome de Phelan-McDermid, detectada com as
sondas SHANK3 (12031-L13828) e RABL2B (06734-L05558). Esta alteracdo
tambem foi detectada com o kit SALSA MLPA P343-C2, detectada com a sonda
SHANKS3 exon 3 (06784-L06376), exon 15 (14190-L15800) e exon 22 (06787-
L07383), representados na (Fig. 6).

Descricao clinica:

HBC 25.1

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS

Sexo: feminino

Idade: 15 anos

Peso ao nascimento: 2.970 gr Comprimento ao nascimento: 49 cm
Perimetro Cefélico (PC): ndo estava presente no prontuario

Apgar 1°: ndo estava presente no prontuario 5°: ndo estava presente no prontuario
Idade gestacional (1G): 40 semanas

Parto: cesareo

Pré-natal: Sofrimento fetal. Ictericia.

Peso atual: 97,9 kg Altura: 1,65 cm

AVALIACAO GENETICO MOLECULAR

Avaliacédo da morfologia: presenga de dismorfismos relevantes.

Descricdo: fronte curta, cabelo implantacdo baixa, ptose palpebral bilateral, fendas
palpebrais inclinadas para cima, ponte nasal alargada ponta rebaixada, columela abaixo
das alas, aletas antevertidas, pescogo acantose nigricans (?), mdo esquerda com prega
taco de hockey, dedos com pontas afiladas, obesidade.



A)

Figura 6. A - Aspecto fisico da paciente; B - Resultado do teste genético de

MLPA da paciente HBC 25.1 com a posi¢do cromossémica das sondas

HBC 25.1
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Figura 6. A - Aspecto fisico da paciente; B - Resultado do teste genético de MLPA da
paciente HBC 25.1 com a posi¢do cromossomica das sondas
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NC_000022.11 NC_000022.11
SALSA MLPA 245-Bl SALSA MLPA 245-B1
SHANK3

Exon 3, 15e22
SALSA MLPA P343-C2

Legenda - A; regides do cromossoma 22. no colchetes a regido cromossdmica ampliada na Figura B; B-a
posicdo das sondas SKANK3 e RALBL?2 e suas distancias aproximadas; C- grafico de razdo do Kit SALSA
MLPA P245-B1 com alteragdo do paciente HBC 23.1 e D; grifico de razdo do Kit SALSA MLPA P343-C2
com alteragdo do paciente HBC 25.1 .

Notas : as identificagdes geradas no grafico comresponde a posicdo do protocolo de execugdo do teste e ndo da
amostra.
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2. paciente (HBC 13.1 - sexo masculino apresentou uma delecdo em heterozigose
na regido 15q24 no paciente, detectada pelas sondas SEMA7A (18316-L23369)
e CYP1Al (06811-L22815), compativel com o diagnostico de Sindrome de
Witteveen-Kolk ou Sindrome da dele¢édo 15q24 representados na (Fig. 7).

Descricéo clinica:

HBC 13.1

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS
Sexo: masculino
Idade: 12 anos

Peso ao nascimento: 3.350g Comprimento ao nascimento: 49 cm
Perimetro Ceféalico (PC): 36 cm
Apgar 1°: ndo estava presente no prontuario 5°: 10

Idade gestacional (1G): 40 semanas

Parto: cesareo

Pré-natal: Bolsa rota ha mais de 12 horas. Ictericia

Peso atual: 120kg Altura: 1,65 cm

AVALIACAO GENETICO MOLECULAR

Avaliacdo da morfologia: presenca de dismorfismos relevantes.

Descricdo: olhos implantacdo funda nas orbitas, pequenos com fenda para cima, ponte
nasal deprimida, pequeno e fossa nasal pequena, boca em tenda, filtro curto, pescoco
curto, baixa implantacdo de cabelo na fronte, dedos levemente filiformes, obesidade
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Figura 7. A - Aspecto fisico da paciente; B -Resultado do teste genético de MLPA do
paciente HBC 13.1 com a posi¢do cromossdmica das sondas

A)

HBC 13.1
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Figura 7. A - Aspecto fisico da paciente; B - Resultado do teste genético de

MLPA do paciente HBC 13.1 com a posi¢do cromossémica das sondas
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3. Em dois pacientes (HBC 12.1 - sexo masculino) e (HBC 20.1. sexo masculino)
foi detectada uma delecdo de apenas uma sonda SNRPN (12178-L.13826) da
regido 15911.2. Estes resultados ndo puderam ser repetidos e o resultado obtido
com kit SALSA MLPA P343-C2 néo confirma a existéncia de uma delecéo
nesta regido. Pequenas delecOes nesta regido tém sido descritas na literatura, mas
sdo raras. Consequentemente, estes resultados sdo considerados duvidosos e
ficam pendentes de confirmacgdo por outros metodos (repeticdo da MLPA ou
aCGH) (Fig. 8).

Descricao clinica:

HBC 12.1

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS
Sexo: masculino

Idade: 6 anos

Peso ao nascimento: 3.075gr Comprimento ao nascimento: 48,5 cm
Perimetro Cefalico (PC): 34 cm

Apgar:1’: 8 5:8

Idade gestacional (1G): 42 semanas

Parto: normal

Pré-natal: Ruptura do cordédo uterino no momento do parto. Sofrimento fetal
Peso atual: 23 kg Altura: 1,12 cm

AVALIACAO GENETICO MOLECULAR
Avaliacdo da morfologia: auséncia de dismorfismos relevantes
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Figura 8. Em A, aspecto fisico do paciente HBC 12.1, em B, aspecto fisico do
paciente HBC 20.1, C, Resultado do teste genético de MLPA do paciente HBC
12.1 e HBC 20.1 com a posi¢ao cromossdmica das sondas

A)

HBC12.1




Descricéo clinica:
HBC 20.1

DADOS CLINICOS E DEMOGRAFICOS
Sexo: masculino

Idade: 7 anos

Peso ao nascimento: 2.600 gr Comprimento ao nascimento: 44 cm
Perimetro Cefélico (PC): 31cm

Apgar:1°: 8 5:9

Idade gestacional (1G): 39 semanas

Parto: normal

Pré-natal: Ictericia fisiologica

Peso atual: 24 kg Altura: 1,15m

AVALIACAO GENETICO MOLECULAR
Avaliacédo da morfologia: presenga de dismorfismos relevantes
Descrigdo: microssomico proporcional
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Figura 8. A - aspecto fisico do paciente HBC 12.1, em B - aspecto fisico do
paciente HBC 20.1, C - Resultado do teste genético de MLPA do paciente HBC
12.1 e HBC 20.1 com a posi¢ao cromossdmica das sondas

B)

HBC 20.1
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Figura 8. Em A, aspecto fisico do paciente HBC 12.1, em B, aspecto fisico do
paciente HBC 20.1, C, Resultado do teste genético de MLPA do paciente HBC

12.1 e HBC 20.1 com a posi¢ao cromossdmica das sondas
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Bl com alteracio do paciente HBC 20.1
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74

Usando-se o kit SALSA MLPA P343-C2 para regides relacionadas com autismo,
encontramos apenas um resultado alterado, com as sondas SHANKS exon 3 (06784-
L06376), exon 15 (14190-L15800) e exon 22 (06787-L07383) para a paciente HBC
25.1- sexo feminino (ja referida acima, na descricdo dos resultados obtidos para o Kit
SALSA MLPA P245-B1.

Por outro lado, 14 pacientes apresentaram resultados sugestivos de duplicacdo para a
sonda SNRPN-HB2-85 (12718-L13906) e em alguns casos também para a sonda MAZ
(11673-L12444), sugerindo tratar-se de um artefato da técnica ou do experimento. Além
disso, quatro pacientes apresentaram resultados sugestivos de delegcéo da sonda TRPM1.
Estes resultados foram repetido e ndo confirmados, sugerindo entao tratarem-se também

de artefato de técnica.

Portanto, foi estabelecido um diagndstico em 49 amostras, sugerindo taxa de detec¢do
de 2% (1C-95% - 0,36%-11%).

Os resultados da MLPA sdo fornecidos no Anexo XVI na Tabela de dados clinicos das
criancas e adolescente. Uma sintese dos resultados e as taxas de deteccdo do cariotipo,
genotipagem da repeticdo CGG da regido ndo traduzida 5° UTR do gene FMRL1 e das

MLPA realizadas sdo apresentados na tabela 10.
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Tabela 7 - Resultados dos testes genéticos das criancas e adolescentes com
diagnéstico de TEA acompanhados no Ambulatério de Autismo do Hospital das
Clinicas da UFMG

Total de

amostras Resultados Resultado Taxa de deteccdo de

analisadas negativos alterados  alteracdes

I I I I

Cariotipo 65 65 0 0
Sindrome do X-frégil 65 64 1 1,5% (1C-95% - 0,27%-8%)
SALSA MLPA P245-B1 62 60 2 3,2% (1C-95% - 0,89%-11%)
SALSA MLPA P343-C2 49 48 1 2% (1C-95% - 0,36%-11%)
Taxa de diagndstico
global 49 46 3 6,1% (1C-95% - 2,1%-17%)

Nota: um paciente foi diagnosticado por ambos os kits de MLPA.
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3.4. Avaliacdo do custo-efetividade de realizar triagem com os kits de MLPA testados,
antes do aCGH

A eficiéncia em servigos de satde ndo deve ser entendida apenas como a melhor relagédo
entre 0 custo e a quantidade produzida; o resultado da aplicacdo de determinados
recursos precisa, atender as necessidades minimas de efetividade. Desta forma torna-se

necessaria a avaliacdo da aplicacdo de testes genéticos no TEA.

No ambito do SUS (Sistema Unico de Satde), a Politica Nacional de Atencéo Integral
as Pessoas com Doencas Raras, oficializada pela Portaria N° 199, de 30 de janeiro de
2014, publicada pelo Ministério da Salde, prevé a realizacdo de microarray para
investigagdo etiologica de condicfes clinicas que envolvem deficiéncia intelectual.
Tanto o sistema publico brasileiro quanto o privado ainda ndo consideram a
possibilidade de utilizar o sequenciamento completo do exoma como exame diagndstico
de forma sistematica. De um modo geral, esse teste tem sido custeado pela familia ou,

em alguns casos, via judicializacdo (DUARTE, 2018).

Uma estimativa do custo para realizacdo desta pré-triagem com os kits MLPA usados
neste projeto, previamente ao aCGH foi comparada ao custo de realizar-se aCGH,

apenas.

Em laboratérios comerciais encontramos valores de R$ 1.500,00 cada MLPA e de R$
6.000,00 0 aCGH.

Obtivemos dois diagndsticos em 62 pacientes investigados com o kit SALSA MLPA
P245-B1l. Ou seja, depois de usar este kit, ainda teriamos que realizar aCGH em 60

pacientes. Portanto, os custos com a MLPA + aCGH foi de
R$ 1500,00 X 62 = R$ 93.000,00,

+ R$ 6.000,00 X 60 = R$ 360.000,00

Total = R$ 453.000,00

Apenas aCGH, o custo seria de

R$ 6.000,00 X 62 = R$ 372.000,00

Ou seja, a triagem com MLPA implicou em um custo adicional de R$ 81.000,00
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Considerando-se o kit SALSA MLPA P343-C1
49 X R$ 1500,00 = R$ 73.500,00
+ 48 X R$ 6000.00 = R$ 288.000,00

Total = R$ 361.000,00

Apenas aCGH
49 X R$ 6.000,00 = 294.000,00

Neste caso, 0 custo da triagem prévia com MLPA implicou em um custo adicional de
R$ 67.000,00.
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4. Discussao

Na analise dos dados demogréaficos da amostra estudada, encontramos diferencas em
idade materna, frequéncia de ictericia neonatal, prematuridade, sofrimento fetal e pré-

eclampsia.

A idade média materna ao nascimento foi de 29+8,62 anos em nossa amostra. Alves
Maia et al., 2018, em estudo de caso-controle com 1.134 criangas e adolescentes (0
grupo caso compreendeu 248 criancas e adolescentes com TEA e o grupo controle 886
sem diagndstico deste transtorno), obteve a média de idade da materna (29,7 £ 5,6
grupo caso; 27,8 £ 6,6 grupo controle) maior no grupo caso quando comparada a do
grupo controle, mostrando associacdo positiva entre TEA e idade materna maior do que
a da populacdo em geral. Também no estudo de Sandin et al., 2012, uma meta-analise
que incluiu 25.687 criangas com diagnostico de TEA e 8.655.576 individuos controle,
encontraram relagdo entre idade materna avangada e aumento no risco de autismo.
Comparou-se maes > 35 anos com maes de 25 a 29 anos de idade, o risco relativo (RR)
para autismo na prole foi de 1,52 (intervalo de confianca de 95% [IC] = 1,12-1,92). Para
mées com menos de 20 anos em comparacdo com mées de 25 a 29 anos, houve uma
reducdo estatisticamente significativa no risco (RR = 0,76; intervalo de confianca de
95% = 0,60-0,97).

Das 65 amostras de criangas e adolescentes analisadas em nosso estudo, 10 (6,2%)
apresentaram historia de ictericia neonatal. No estudo de Lozada et. al., 2015, das 2.917
criancas diagnosticadas com TEA, 640 apresentaram historia de internacdo com
diagnostico de ictericia neonatal e 107 receberam tratamento para ictericia, sendo 100%
deles por fototerapia. Todavia, analise separada do subgrupo de prematuros resultou em
perda da associacdo significativa entre TEA e ictericia, o tratamento fototerapico
também n&o foi significativamente associado ao TEA. Também no estudo de Maimburg
e colaboradores (2008), foi encontrado um risco quase quatro vezes maior de TEA
associado a hiperbilirrubinemia. De 461 casos de TEA, 24 pacientes apresentaram
ictericia e 20 receberam fototerapia. A analise estratificada em recém-nascidos a termo
e pré-termo sugeriu que o risco elevado de autismo apos hiperbilirrubinemia foi
encontrado apenas em bebés nascidos a termo, corroborando o primeiro estudo. Amin

et. al., 2011, em revisdo sistematica de literatura sobre ictericia neonatal e TEA em
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recém-nascidos a termo e pré-termo, entre 13 estudos incluidos, encontraram uma
associacao estatisticamente significativa entre ictericia neonatal e autismo (OR 1,43, IC

95% 1,22-1,67, p = 0,000); essa associacdo ndo foi encontrada em prematuros.

Pré-eclampsia foi relatada em 9 (14,5 %) de 62 criangas do nosso estudo. Curran e
colaboradores (2017) examinaram o impacto dos disturbios hipertensivos da gravidez
no desenvolvimento do autismo: das 13.098 criancas que foram incluidas na anélise,
983 foram expostos a esses disturbios. Houve 199 casos notificados de autismo, 30 dos
quais foram expostos aos disturbios hipertensivos da gravidez, constatando-se que
criancas expostas aos disturbios hipertensivos tiveram duas vezes mais probabilidade de
receberem o diagnostico de autismo. Uma associacao significativa entre pré-eclampsia e
TEA também foi observada em um estudo (WALKER et al., 2015) com 1061 criancgas
de gestacGes com diagnoéstico de pré-eclampsia (517 criangas com TEA, 350 criancas
com desenvolvimento tipico e 194 criancas com distarbio do desenvolvimento). Em
uma andlise de 87.677 nascimentos de 1996 a 2002, a pré-eclampsia/eclampsia foi

significativamente associada a maior chance de autismo (GUINCHAT et al., 2012).

Sofrimento fetal ocorreu em cinco de 62 individuos de nossa amostra. Hadjkacem e
colaboradores (2016) realizaram estudo transversal e comparativo de 101 criancas, 50
com TEA e 51 irmdos ndo afetados. No estudo citado, foi identificada uma prevaléncia
maior de fatores pré-natais, perinatais e pos-natais em criangas com TEA em
comparacdo com seus irmdos nao afetados. Os principais fatores perinatais foram
sofrimento fetal agudo (26% dos casos), longa duracdo do parto e prematuridade (18%
dos casos em cada fator), dados esses que corroboram os achados do nosso estudo em
relacdo ao maior numero de casos de TEA em criancas com historico de sofrimento
fetal.

A idade gestacional média, em nosso estudo, foi de 38 semanas, sendo 13,8 %
prematuros. Darcy-Mahoney et al., 2016 investigou se as criangas com prematuridade
tardia apresentam 0 mesmo risco para autismo que as nascidas a termo. Entre as 406
criangas com autismo, 6,7% eram prematuros precoces (<33 6/7 semanas) e 10,6 %
eram prematuros tardios (34-36 6/7 semanas). Em comparacdo com os a termo, tanto as

criangas prematuras precoces quanto as tardias tiveram maior risco de desenvolver
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autismo, sendo a probabilidade ainda maior quando prematuro precoce. Hadjkacem et
al.,, 2016, em um estudo transversal que incluiu 101 criangas, 50 com TEA e
51 irmdos ndo afetados, encontraram uma prevaléncia maior de fatores perinatais, como
a prematuridade (18% dos casos), em criancas com TEA em comparagdo

com irmaos ndo afetados.

Fatores genéticos e eventos pré-natais como hipoxia, diabetes gestacional, uso de
medicamentos ou toxemia podem contribuir para Anomalias Fisicas Menores
(MANOQUILENKO et al., 2014). Estima-se que 10 a 20% dos pacientes com TEA,
apresentem anormalidades reconheciveis da morfogénese manifestadas como
caracteristicas dismdrficas e podem ser separadas em grupos distintos (SCHAEFER,
2016). Em outros estudos, considerando dados de 1.261 pacientes chineses com TEA, o
exame fisico que avaliou a presenca de caracteristicas dismorficas permitiu categorizar
em grupos dismorficos (10,79%) e ndo dismorficos (89,21%) (WONG et al., em 2014).
Em nossa amostra observamos (40%) de dismorfismos relevantes, conforme impressao
do geneticista clinico, nas analises por fotografia. Esta elevada taxa observada pode se
dever ao método escolhido, em que a analise por fotografia é influenciada pela
qualidade das fotos ou estar relacionada a fatores intrinsecos da nossa amostragem.

A nossa taxa de deteccdo global com os testes genéticos, utilizando o fluxograma
proposto foi de 6,1% (IC-95% - 2,1%-17%) em 49 pacientes para 0S quais 0s trés

métodos foram realizados.

Caridtipo e o teste para Sindrome do X fragil sdo atualmente recomendados como testes
genéticos de primeira ordem para excluir anormalidades cromossdémicas pela ANS
(Agéncia Nacional de Saude, 2018), embora literatura internacional ndo recomende
mais o cariotipo (MILLER et al., 2010).

Em nosso estudo ndo detectamos alteracGes ao cariétipo. El-Baz et al., 2015 em um
estudo de corte transversal com 30 pacientes com diagnostico seguindo os critérios de
DSM-IV-TR e exames complementares também ndo encontraram resultados alterados.
A tilizacdo do cariétipo no diagnostico do TEA foi discutida no Consortium
International Standard Cytogenomic Array (ISCA) em 2010, onde realizaram-se
reunides internacionais e uma revisdo da literatura de 33 estudos, incluindo 21.698

pacientes testados pelo aCGH, concluindo que a anélise cariotipica de bandas G deve
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ser reservada para pacientes com sindromes cromossdémicas Obvias (por exemplo,
sindrome de Down), uma histéria familiar de rearranjo cromossémico ou uma histéria
de abortos multiplos. Delec6es e duplicagdes submicroscopicas ou variantes de numero
de copias (CNVs) menores que 3 Mb néo séo detectadas pelo cariétipo de alta resolugéo
e em um estudo de revisdo de Shaffer et al., 2004, ja apresentavam esta limitacOes e
sugerem 0 aCGH para estudo de doenga genéticas mais complexas.

Em um estudo (Shen et al., 2010), o cariétipo resultou em resultados alterados
em 19 de 852 pacientes 2,23% (1C95%, 1,73%-2,73%), o teste de X frégil alterado em 4
de 861 0,46% (IC-95%, 0,36%-0,56 %), sendo 2 portadores de pré-mutacdo e 2

individuos com mutacdo completa.

Para a Sindrome do X-fragil detectamos um resultado discordante conforme o
método utilizado. O alelo presente no individuo HBC 65.1 foi classificado pré-mutacao
(92 repeticdes do triplete CGG), 1,5% (1C-95% - 0,27%-8%), usando-se a metodologia
(Zhou et al. 2004; 2006). Com o kit AmplideX® PCR/CE FMRL1, este alelo foi

classificado com uma mutagéo completa.

Além disto, uma diferenca de 6 repeticdes foi detectada na estimativa do
tamanho do alelo, quando comparados os resultados obtidos para seis individuos que
foram testados com os dois métodos (Tabela 6). Esta diferenca na determinacdo de do
tamanho dos alelos com expansédo é critica e pode ser influenciados por amplificacédo
preferencial na PCR, padrdo de peso molecular, sequenciador, matriz dentre outros. A
sensibilidade dos métodos baseados em amplificacdo do DNA é particularmente baixa
em individuos do sexo feminino. De acordo com o tamanho modal descrito na literatura
para todas as populacdes testadas, a estimativa do tamanho do alelo obtida com o kit
AmplideX® PCR/CE FMRL é a correta. Desta forma, sera necessario no futuro repetir a
genotipagem da amostra usando o kit AmplideX® PCR/CE FMRL.

O diagnostico clinico de autismo pode estar associado a sindromes genéticas com
caracteristicas distintas e sua sobreposi¢cdo com a sindrome pode representar cerca de
2% dos casos de TEA (Shen et al., 2010). Kelleher et al, 2008 encontraram uma
frequéncia de até 5% de doencas monogénicas no TEA. Em uma pesquisa de banco de
dados com 433 pacientes encaminhados com TEA, Reddy em 2005 encontrou nos
Testes de X Fragil por Southern blot e analise de PCR 7/316 (2,2%) com um resultado
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alterados, sendo 14% portadores de pré-mutacdo, com razdo de 4,5 homens para 1

mulher.

Hernandez e colaboradores (2009) descreveram sintomas relacionados a TEA em 90%
dos homens com Sindrome do X Fréagil. Um padrdo misto de alelos com mutagdo
completa e de pré-mutacdo € denominado mosaicismo e também esta incluido sob o
rotulo FXS. A mutacdo completa leva a hipermetilacdo do gene FMR1, que, por sua
vez, resulta no silenciamento do gene, causando no sexo masculino por
comprometimento cognitivo e anormalidades comportamentais. Em meninas com
mutacdo completa, o fendtipo mais frequente é autismo e obesidade a partir da
adolescéncia. Alelos de pré-mutacéo estdo associados a deficits cognitivos mais leves e
melhor desenvolvimento de habilidades adaptativas do que alelos de mutacdo total. No

sexo feminino, a pré-mutacdo leva a faléncia ovariana prematura.

Uma questdo interessante € por que as mutacbes expansivas em FMR1 acarretam
autismo. Esta questdo tem sido investigada em estudos que buscam descrever as
interaces da proteina FMRP. Em uma comparacdo dos 842 genes-alvo da proteina
FMRP (reguladora da transcricdo neuronal) com 117 genes candidatos avaliaveis da
base de dados SFARI (http://gene.sfari.org) de genes candidatos ao autismo (Basu et al.,

2009) revelou uma sobreposicdo altamente significativa com 28 alvos da FMRP (24 %,
p =1,0 x 10 8), incluindo varios genes candidatos para o0 TEA, como NLGN3, NRXN1,

SHANKS, PTEN, TSC2 e NF1.

CNVs sdo conhecidas por serem as principais alteracdes que contribuem para o TEA.
Existem diferentes técnicas direcionadas para identificar CNVs nos pacientes, incluindo
cariotipagem, MLPA e aCGH. O aCGH ¢é considerado o padrdo-ouro para estas
investigacOes e seguramente pode aumentar taxa de detec¢do de anomalias. Embora
tenha sido sugerido que analises usando diferente kits de MLPA possam ser alternativas
interessantes para diagnostico de distirbios do neurodesenvolvimento em paises em
desenvolvimento (Jehee et al. 2011), os nossos resultados sugerem que esta estratégia
ndo seja custo-eficaz. Desta forma, a indicagdo de uma triagem inicial por MLPA
permaneceria apenas naqueles casos onde ha suspeita clinica de uma sindrome genética

especifica, detectavel por aCGH.
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Em um estudo com 50 iranianos diagnosticados conforme os critérios de DSM-V para o
TEA, Firouzabadil et al., 2016 utilizando a combinacdo de 4 kits de SALSA MLPA
P036-E2, SALSA MLPA P070-B2, SALSA MLPA P343-C1 e SALSA MLPA P396-
Al e encontrou respectivamente alteracGes nesta mesma ordem de 4/50, 3/50, 2/50 e
0/50. Em outra combinacéo utilizando os kits de SALSA MLPA P343-B1 e MS-MLPA
MEQ28 (para estudo de metilagdo) Peixoto et al., 2017, encontraram respectivamente
6/150 e 4/150 com regides de sobreposicdo entre os Kits. Em nosso estudo utilizamos a
combinacéo dos Kits SALSA MLPA P245-B1 e SALSA MLPA P343-C2, e detectamos
2:62 (6,25%; [IC-95%]2,46%-15%) e 1:49 (2%; [IC-95%] 0,36%-11%)
respectivamente, com os kits de MLPA. Consequentemente, 47 dos pacientes testados

com ambos os kit requerem aCGH para investigacao.

Com o Kits de SALSA MLPA P245-B1 encontramos duas alteragGes na regido 15q11.2
(delecdo em heterozigose), no gene SNURF (SNRPN-upstream reading frame),
relacionada as Sindromes de Prader-Willi e Angelman, detectadas nos pacientes (HBC
12.1 e HBC 20.1). Este gene esta localizado dentro da regido critica da Sindrome de
Prader-Willi no cromossomo 15. Os transcritos produzidos a partir desse gene se
iniciam em um centro de impressdo gendmica e sdo paternalmente impressos
(GeneReviews® NBK1330, 2019). Nossos achados ainda sdo prematuros e podem
ocorrer resultados falso-positivos devidos a possibilidade de ocorréncia de SNPs na
regido de anelamento das sondas de MLPA, conforme descrito nas instrugdes do
fabricante (https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx).

Aproximadamente, 70% dos individuos com Sindrome de Prader-Willi e Angelman
apresentam delecbes em um cromossomo 15 envolvendo as bandas 15911.2-q13, que
podem ser detectadas usando estudos cromossomicos de alta resolugdo e testes de
hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) ou microarray cromossémico. Trés principais
mecanismos moleculares que resultam na Sindromes de Prader-Willi; incluem delecao
paterna, dissomia uniparental materna do cromossomo 15 e defeito de imprinting. A
analise de metilacdo do DNA € a Unica técnica que ira diagnosticar a Sindromes de
Prader-Willi causada por todos os trés mecanismos genéticos, bem como diferenciar a

Sindromes de Prader-Willi da sindrome de Angelman em casos de dele¢éo.


https://www.mlpa.com/WebForms/WebFormMain.aspx
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A delecdo em heterozigose na regido 15924.1, nos genes SEMAT7A e CYP1Al
encontrada no paciente HBC 13.1, esta relacionada a Sindromes Witteveen-Kolk ou
Sindrome da microdelecdo 15024. Esta alteracdo foi reportada no estudo de Ben-
Shachar e colaboradores (2009), em que apoés a triagem de 8200 individuos, a delecdo
foi encontrada em 20 individuos (14 criancas e 6 genitores). Os fendtipos incluiam
atraso no desenvolvimento, retardo mental ou QI limitrofe na maioria das criancas e
transtornos do espectro autista (6/14), atraso na fala, agressividade, transtorno do déficit
de atencdo e hiperatividade e outros problemas comportamentais. Também houve uma
grande proporcao de criancas adotadas na amostra, alem de morbidade psiquiatrica nos
pais.

Com o Kit SALSA MLPA P343-C2 foi possivel detectar uma alteracdo na regido
22013.33, no gene SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3),
comprometendo pelo menos os éxons 3, 14 e 21, onde estdo as sondas do Kit usado. Esta
alteragdo tambem foi visualizada com o kit SALSA MLPA P245-B1, que tem sondas no
gene SHANK3 e uma sonda no gene RABL2B (ver Fig.6-B). Esta delecdo esta presente
em heterozigose na paciente HBC 25.1. Este gene é um membro da familia SHANK. As
proteinas shank séo proteinas de suporte multidose da densidade pos-sinaptica, que
conectam receptores de neurotransmissores, canais idnicos e outras proteinas de
membrana ao citoesqueleto de actina e as vias de sinalizacdo acopladas a proteina G. As
proteinas shank também desempenham um papel na formacdo de sinapses e na
maturacdo das espinhas dendriticas e estdo associadas a Sindrome de Phelan-McDermid
(GeneReviews®NBK1198, 2019). Peixoto et al., 2017 relatou esta delecdo como fator
de risco para TEA e em outros estudos Han et al., 2013 e Waga, 2013 reportaram uma

frequéncia delecdo neste gene de 0,5 a 1% dos individuos com TEA.

Embora a patogenicidade de alguns dos nossos resultados ja esteja bem esclarecida, a
maioria dos resultados de MLPA precisam ser melhor refinados usando outras técnicas
mais precisas, como o array CGH proposto no fluxo de atendimento e néo realizado

devido a limitag&o de tempo.
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Limitagdes do trabalho e pontos positivos
Limitagdes
1) Tamanho amostral - Alto indice de recusa

Inicialmente, tinhamos um levantamento de 168 criancas e adolescentes em
atendimento no Ambulatério de Autismo, e nossa amostragem final foi de 65 criangas e
adolescentes. Observamos um grande indice de recusa na participacdo da pesquisa
devido a necessidade de coleta de sangue em outro local, sendo este o grande fator
limitante. S&o criancas e adolescentes que possuem problemas de comportamento, e em
nossas perspectivas futuras estamos planejamento coleta de outros tipos de material
biolégico, no mesmo ambiente de funcionamento do ambulatério. Outro fator limitante
foi a falta de expectativa no diagnostico das criancas e adolescentes pelos seus

genitores.

2) Auséncia de informagdes confiaveis no prontuario - dados omissos e

faltantes

Em nosso levantamento de dados clinicos e demogréficos observamos auséncia de
informagdes importantes no prontuario ou na entrevista com os pais durante a coleta.

Isto impossibilitou uma analise mais robusta de nossos dados.
3) Auvaliacdo morfologica por meio de fotografias

Na avaliacdo morfologica para verificar a presenca de dismorfismos tivemos muitas
limitacOes na qualidade das fotos. S&o criancas e adolescentes que possuem problemas

de comportamento e em alguns casos ndo conseguimos as fotos.
Pontos positivos

Um dos pontos positivos da pesquisa foi possibilitar as criancas e adolescentes do
Ambulatério de Autismo a realizacdo dos testes genéticos, que ndo conseguiriam fazer
devido ao alto custo. Além de uma pequena contribuicdo, com estes achados, na

elucidacéo da etiologia do TEA nos individuos afetados.

Em nosso estudo, composto por 65 amostras de criancas e adolescentes com diagndstico
de TEA, as comorbidades mais descritas foram: ictericia, pré-eclampsia, sofrimento
fetal e prematuridade. O Ambulatério de Autismo estd localizado em um hospital

terciario, que possui diversas especialidades clinicas, sendo assim a nossa amostra pode
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ter sofrido um viés de averiguacdo, que pode ter favorecido a incidéncia de
comorbidades especificas, como por exemplo, uma maior frequéncia de associacdo com

dismorfismos.
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5. Conclusodes

Em nosso estudo surgiram evidéncias de multiplos fatores associados ao aparecimento
do TEA, incluindo maior frequéncia de baixo peso de nascimento, prematuridade, pré-
eclampsia e idade materna um pouco mais elevada. Além disso, surgiram evidéncias
para um componente genético heterogéneo, incluindo em um paciente a Sindrome do X

Fragil e em dois, a presenca de microdelecbes patogénicas.

O usa de dois kits de MLPA (SALSA MLPA P245-B1 e SALSA MLPA 343-C1) levou
ao estabelecimento de apenas dois diagndsticos etiologicos e em dois outros pacientes, a
resultados duvidosos, que precisariam ser melhor investigados por outros métodos (e.g.,
aCGH, PCR sensivel a metilacdo). Consequentemente, a triagem inicial com MLPA néo
se mostraria economicamente vantajosa, quando comparada ao uso do aCGH como

estratégia de investigacao inicial.
Perspectivas Futuras

Em nossas perspectivas futuras estdo: ampliacdo do numero amostral, realizacdo do
aCGH para os pacientes ndo sindrdmicos, avaliacdo da possibilidade de coleta do DNA
em amostras bioldgicas alternativas como saliva, associa¢do dos dados genéticos com as
informagdes clinicas mais detalhadas, utilizando as escalas de comportamento

(alteragdes comportamentais, gravidade dos sintomas etc.).
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDE DO PROJETD DE PESCUNSA

Tiwlo da Pesquisa: CARACTERIZACAD GENOMICA DE ALTERACOES NAS CHNVs EM PACIENTES
COM TRANSTDRNO DO ESPECTRO AUTISTA (TEA) EM UMA AMOSTRAGEM

Pesquisador: lanaina Matos Moreim

fires Temética: Genética Humana:
{Trata-se de pesquisa ervabrendo GendSca Humana que ndo necessila de andlise
éfica por parte da CONER: )

Wersso: 2

CAAE: 5TE53817 600005142

Instituigio Proponente: Hospilted das Clinicas - Universidade Federal de Mines Gernis
Patroecinador Principal: INSTITUTO HERMES PARDINI S04

DADDE DO PFARECER

Nuamero do Parecer: 2,132,120

Apresentacao do Projeto:

Traln-se de resposta & diligéncia do estudo de cardter ransyersal para avaliacao gendlica de criangas =
adalescentes com diagnostico de Transtomo do Especiro Satista (TEA) & de seus pais, com o objetivo de
caracierizar a= akerapses genélicas na amostra. O TEA compreende um grande nimero de sindromes que
possuem sintomas semelhantes. Atualmene o diagneéstco @ clinico através da ohservacao direta do
compartamentio & entrevista com os pais.

Ainda nac existem exames especlficos para o disgnéstico, apenas cxames para 3 exclesso de oufras
palclogias, comao exames de imagem, exames genéticos de baica resalucaa, exames para disturbics de
meizbolismo e alguns iestes sorolagicos para doengas infecciosas que acomelem o cérebhro. Eshudo de
ASSOCIACAD gEnbmica ertre as populagoes vem demonstranda grandes resuliados para identficacso de uma
causa penética. Deste modo a analse de akeragoes genéticas nas CNY's atraves de uma abordagem
investigativa pode auxiliar na

elabomio de um fiumo para vm diagnostico mais assertivo & acessived para 8 populacan, portanto facilitsns
8 aguisicdo de servigos Necessirios para o pacente = sua @ familia. O=s critérios de incleséo s&oc-
Diagnéstico confirmado de TEA; - Consentimento em participar da pesquisa.

Os milfrios de exclusso compresnderme- Alteracao na riagem melabdilica pam smos inakos do
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meztabali=mo; - Disgnastion de TEA com als probabilidade de sliclogia nso genetica, infecgo congénita,
hipdixia necnstal grave e uso de drogas (eratogénicas na grawides.

Ois participantes deste projeto sho pacientes com disgnéetico dinico de Transtomo do Espectro Autista £m
atendimenio médicos no Ambulattrio de Saode Mental do Hospital Bonges da Costa. Os pacientes possuem
de 2 & 1B anos. A amostra dos pais serd coleta de sangue wilizada para confimacao da origem da
alteracho genética. A coleta das oriancas compreende wma evalacho clinica & laboratoial. A svaliacao
climica consistird em uma awaliagho desemeolvimental, comportamental, cognitiva & dismorfologica. &
aveliagan desemvolvimental serd composts por lestes para awaliar o desernveolvimento motor (M-ABC), de
linquagem (Token Test, Perfil comunicativo funcional, Extensso Media do Enunciada,

ABFW, Teste de Yooshulario por Imagem Peabody,), aprendizagem de leitura {(Prova de comsci®ncia
Fonclagica, Prowa de Leituma de: Palawras. @ Psesdopalavwas, Prova de Compreersso de Leitura, Prova de
Escrita sob Ditado de Palavras e Pseudopalavras, Prova de Escrits Semidingida de Textos) e de vida
adaptativa (Vineland). A avalincéo comportamental inclui os questionarios Aberrant Behavior Checklst
(ABC]), SNAP.IV e Social Resporsiveness Scale 2 [(SR5-Z). A avaliagho cognitiva serd composta por
instrumenics de avaliachio do dessnvolimento intelectusl, & depender da idade e do desersalvimento
cogniivo do participante (ex: Teste de Columbia, Matrizes Colordas de Raven e Matrizes Progressivas de
Rzven). A avaliacso dismorfologica incluird avaliagao genética clinica padrao e avalisgéo guantitative de
anamakas fisicas mencres (MoGrath et

al., 2002). 0= participamtes serdo ainda examinados para snois neurologicos beves, sequndo a Escals de
Sinais. Neuroltgicos Leves de Heidalberg. A avaliagao Isboratorial consistira na obiencso das amostras de
nas CHV'=s. A andlise lshoratonal genatica dos pacienies send constitulda dos sequintes exames: Cariotipo
com bandsamenio G, PCR para expansao no gene FMET, MLPA (Multiplex ligation-dependent probe
amplification), Transformacaao do DNA para Sindromes de: Prader Wil & Angelman com a tacnica de M5-
HRM e Hibridizagao Gendmica Comparativa [aCEH). As entrevisias serio reslizadss em consulbdnos de
Sande Mental do Hospital Borges da Cosila, onde os

pacienies que presncham aos critérios. de inclusso do esiudo @ estardo em atendimento por uma equipe
mukidisciplinar. Neste local tsmbém serdo explicados iodos os procedimentos da pesquisa, esclarecidas
eyertuais diwidas e obdo o conssntimenio do paciente & de seu ouidador por meio da assinatura do TCLE
= TALE.
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U= pacientes & os responsdyeis que aceilarem parficipar da pesguisa serao submetidos ais) enrevist]s)
psiquidtricais) £ a consulla com geneticisia para aconselhamento genético que serao realizadas. por
profissional dewidament: capacitada. Essals] entrevisials] @ 8 consulta serdo em dias altermados e berdo no
maximo duas horas de duragse. O relorno para entrega do resuitado sequird um fluxo de acordo com &
andlise dos resullados genéticos.

Obgetive da Pesguisa:

U= pesquisadores dedaram:

Objetiva geral:

Realizar lestes genéticos para avaliar as alteracoes na CHV's e wma amosragem minera diagnosticada
cinicamente com TEA (Trarstomo do Espectro Satista).

Ohbjetivos especificos:

- Caracierizer os participantes com TEA fenoiipicamenie em lermos desemeolvimeniais, compoismentais,
cogritives & dismorfologicos.

- divaliar a presenca de variagso no nomero de capias (CHVs) dos genes relacionados com a via sindplica e
a newratransmissaa. Em casce afterados, valider ce achades. por sequenciamento sanger ou aray-CGH:

- Comparar as achados com bancos de dados de individuos nomais:

- fyaliar & presenca de possheeis alleragoes tamb2m nos progenitones da afetado, para wesificar se foram
herdadas ow s s&0 mulacses de moeo;

- Analizar de gue modo &= caracteristicas fenotipicas podem influenciar a estrategia diagnéstica

Conrmcic- b Merscor, T1EE 150

gentticomolecular.

Avaliagso dos Riscos = Beneficios:

Foram describos-

Rizcos: Mo hawerd qualguer interferénoa no ralmento dos pacenties. O onico procedimento invasieo serd
uma calela de sangue iotal em wbos eskéreis com vacuo. com seringas & agulhas descartdveis. A colet
serd realizada s=gundo as normas de assepsia. Este procediments serd execulado com a maxima
seqguranca passivel e por pessoa experienmie. s riscos para o pacienie a0 o5 habiuais de coleta de
sangue, explicitades no lermo de consentimenio, & o participante serd indagado previaments quanio &
possiveis problemas de coagulagso. & coleta oocormerd no momento em que exames sborstonsis de rotine
zio realizados nos pacienies, & nas controdes no mesmo dia da entrevista. & pesquisa tambem podera
ocasonar desconforto: minimao redsconado &
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enfreyisia oo durante a consulta.

Beneficios: Podera trazer beneficio direto, uma vez que, constatadoe sintoma ou problema psiquidnoo
clinicamente relevante, com o consentimento do paciente, o médioo responsdvel pels assisbencia serd
informado para que sejam iomadas a5 condutas apropriadas. Ha beneficie indineto tambeam pefo falo de
informagtes obiidas. contribuirem para melhor compreensao dos ranstomos. psiquidiricos presenies na
populacio do eshsdo.

Comentirnos & Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquiza perinente, necessana & adequada para a srea de conhecimenio, bem definesda do pomio de vists
metndalagico, exeqguivel, com cronograma compativel. Todss & adequagses solicitadas foram realizadas
no projeta, TCLE = TALE

Consideragtes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Fioram apresentados:

- Projeto no formaio da plataforma Bresil & detakhado

- Folha de rosio devidamente preenchida e assnada pela pesquisadora responsdvel e diretor da Faouldade
de Medicina da UFMG

- Dedlaracho da Gerénca de Emsing & Pesquisa (GEPE) do HOUFMGE de recepeao do projelo par regisino
e avaliacaa

- Terma de comsentimenta e £ esclarecido para os paisfresponsaveis de criangas de 2 3 B anos

- Terma de assenfimento e & esdarecido pama criangas de T a 12 anos

- Terma de assentimento e & esdarecido pams criancas de 13 & 18 anos

- Terma de comsentimenta e £ esclarecido para os paisfiresponsaveis de sdolescentes

- Termia de: comsemtimenta e & esclarecido para coletn de sangue dos. pais.

- Parecer corsubrsianciado com aneséncia do projeio pelo Departamenic de Saide Mental da Faculdade de
Medicina da IFME

- Parecer consubstandado com anué&ncia do projeto pefo Departamento de Pediaina da Faculdade de
Medicina da UFMG

- Parecer oom amuéncia do projeto assinado pela coordenadora do Servigo de Psiquinina do Ambul aidno
Borges da Cosla do HC-UFMG

- Autrwizacan da chefia da Unidade de Gestsa do Atendimento Ambulsiorisl do HCUFMG para realizacan
da pesquisa

- Termao de parceria firmada com o Instituto Hermes Pardini de spoio inanceiro & ousteio dos exames &
serem realizados na pesquisa

- Projeto, TCLE = TALE com s devidas adequagbes.

Endorsgo: Ay, Presidenie Antonio Carkos  BE2 T 2= B4 =1 X005

ConSmmgic-oo Fescer: 130 15

Barro: Unidsde Admimsrasss | CEP: 30710500
UF: G Municpin:  BELD HOSIIONTE
Talalone: (3124004502 E-mail: oepEm pg.uimg b
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‘Coniirn mric- o Ferscare: 3150 TS

- Carta resposty a0 COEP

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:
Sou, SM desste Comite, peda sprowacso do projeto.
Consideragses Finais a critério do CEP:

Tendo em vista a legislacéo vigente (Resolugio CHE 466/12), o COEP-UFMG recomenda acs
Pesquisadores: comunicar ioda & qualquer aeracso do prgeto = do ienmo de consentimento via emenda e
Plaiorma Brasil, informar imedialamente gualquer evenin adverso ocomido duranie o dessnvolvimento da
pesquisa [via documenial encaminhada em papel], spreseniar ma forma de notficacsa relsttnos panciais do
andamento do mesmo a cada 0F [seis) meses & a0 término da pesquisa encaminhar a esbe Comigé um
sumdrio dos resultados do projelo (relabano fnall.

Este parecer foi elshorado baseado nos documentos abaixo relacionasdos:
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QT

Tipa Dooumenta Argurvo. Postagem fustiar Sihsscaa
Informacoes Basicas| PE_INFORMACOES_BASICAS DO P | 120682007 Aceito
dio Progeta ROJETO _E72849.pdf 11:02:65
Uutros. LA TA_RESPUSTA_. doox TAEANT | Janamna Matos ACcfo
MEET:EE | Moreia

Projein Detalhado [ | Projeto_TCLE_comigidos. doc 12207 | Janaina Matos Aosito

Brodhura MWeET:2T | Moreira

Folha ﬁ Foeto Folha_rosto_Assiratum_diretor. pdf D3AME2MT | Jansina Matos Aosito
14:34:48 | Morcin

Outros. Comprovante_recebimento. 0E PE jpdf 0GR T | Jonaina Matos Apeito
14:34:00 | Moreira

de Parecer_senaco_psiguiniria_CLEL 03AME2MT | Janaing Matos Aocio

Pﬂwm P el 14:32:08 |Moreir

Infraesirubra

Uuiros Parecer_Dicpariomenic_=W_pertel pdf | QU0HZ0TT | Jenamna Wakos ACe#o
14:31:16 | Moreia

Outros. Parecer_Departamento_ SM_partepdf | 03062017 | Janaina Matos Apeito
143036 | Moreia

Leedarncio de Farecer_Cheha_Bias_Fories.pd UIEETTT | Janana Matos Aocfo

Irestitiic a0 & 14:29:52 | Morera

 Infraesirubrn

Outros. DEPARTAMENTO_PEMATRIA pd ZAMHZMT | Janaing Matos Aocio
M9:53:41 | Moreira

TCLE! Termas de | TERMOS_CONSEMTIMENTO, pdf ZAMHZNT | Janaing Matos Aocio

fissentimemio | 5:51:38 | Moreira

Justificativa de

Endersn: Ay, Presidenin Anbonks Caon BB T 2= Ad S X005

Baro: LUnicsdo AdminsTares |
Municpin: EELD HOOIIONTE
(3T 24004507

UF: B
Tekalom:

CEP: 31 FNRa0n

E-mail: coopEyrpg.Limgy
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Cogampme

MINAS GERAIS
Confirumgic o Pemcor: 2102 T2
B Encia TERMOS_CONSENTIMENTO pdf ZAMEHZIT | Janaina Matos Areitn
9:51:39 | Moreirn
Dedaracéo do Conirato_Pardin.pdi ZANHZIT | Janaina Matos Aomito
Pairocinador M8:51:26 | Monein
Outros 6795381 Eaprovacacassinada. pdf Z2ADE2INT | Vinaan Resende Aceitn
11:01:10
Chutros GIOGH | IEparecerassnadopdl | | ZALEIZ017] | Weaan Hesende Ao=io
11:01:97
Sitwacdo do Parecer:
Aproeadn
Necessita Apreciacao da CONEP:
Mao
BELDY HORZONTE, 22 de Junho de 2007
Assinado por:
Vindan Resende
(Coordenador]
Enderepo: Ay, Prosidenie Sntonio Carlos, BE2T 2 Bd 5 2005
Bairn: LUnicsde Adminesrarss | CEP: 31 FNRa0r
UF: G Municpin: EELD HOOIIONTE
Talelon: (3124004507 E-mail: coepEmpgLimg
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ANEXO Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

TERMO DE COMSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE
{Para coleta de sangue 006 pais) 1" 2 2° VIA - CANE-67T953517.6.0000.5143

Infrodugan: Vood e sendo comidatio)s) a parclpar da pesquisa Influlada: * Caractertzando gendmica de
MEM[@MEDM“MHWHMMEMIMMM
do auilsa SN umna Amies de acstar par desia
pesquisa, em-q:ma-nem ﬁﬁﬂmﬁéaemmw nteemm;&:musmpmmmmm
pitpnslna Wioos @ 52U fiho3) a0 IMomnados verbdments & de fomna compreensiva sobre a
descreve o pbjelivo, procedmentcs, beneficios e nscis 0D S5, & dinsto de wooss salnsm
i eshudo 3 LET MomemD. Menhuma garantia sar felta sobre o resuifado do eshudo.
mm%mmmmam Srofasanas henatn: poVaEGATE 08 BEImEnE
mmlmmmmWMMHHMMEmﬁa
DITDOEE, AMEs O8 OUtEr O seU consantimentio.

Oibjetivo; Realzar tesies genétdens para avallar a6 ateraches no CHVE | regides do OMA Que pode =
ab=raghes na quantidade ge coplas) em WMa amostragem mingra dagnosticads clinicameniz com TEA
|Tanstome G0 especTD AUES | & eslabaierer airaves 005 achados UME 3E50Ci3GA0 oM 3 dinks & propor
um e de atendimentn DEME SXEMEE JEnins

Resumo: O Tansiamo do especim aulista compreende um grande nimem de sindromes pOsEIEM
siniomainiogias semelnanies. Alsimeme o dagnistico €& clhnko alEvés de dreta do

Comporamentn & enTevisia com os Anda ndo hd exames especiicos od
mmmﬁmmmﬁmmmlm mg&'{?&:ﬁm&w
S¥ames para distiroies de metabolsma & alguns tesies SoniGglcos DA doengas Infectingas que acomete o
MAmmmMWWMMMEMWWMMIHﬁHQH
= 2l ) farer 3 andlse Iza 2 In WEE
a%ge&?}m pretende gendm vestigar possh

Procedimentos: S5i2 SslUd0 a8 Inddur aval 0o odesamahimeTi e omporiamento oss
mna:inmummmmmmn por profissionais feinados para este procadimenio.
mento poos mmmmm fornacdo e hematoma, e raraments,
Iesbdema'mnamrerﬂserhmlmmuasmwmpEEWWMEﬁ

icagphes decomentes Oe653 avidate 5Eam MINIMoS. EM ca3s0 o8 qUakqUEr complicas, Wooe poderd
antrar em contaio com a5 pesquisatoras Dra Jandna Matos Morsia no felsfone 299T73-5104 & 3 Bitloga

Michele a3 Sliva Gongalves no teedone 34440966
duranie o acompanhamento do Talamento no ambulahono, awoveitands a consulta
m@ﬁapaﬂem agendads perodcaments.

Critérica de Incluslo: Diagnastico clinico prévio de Tansioma do espectio autista

Benaflclos: A pesquisa pretende atraves da analise do DMA kentficar @ avallar as

redacionadas Com O Tansiomo do especio AutisE Tas s-ﬁudammmdemmp!-aaeax
OCOMEM no DA & podem sar herdatas ou adquindas. Esta fem como objetive comalacionar
caracteristicas a0 neurodesenvotvimento do indhviduo.

Confidenclalldada: Os regisice de su3 paticipaiio neste estudo serdo manides confldencidments 3t
ongdie & permitido Iel & indas 35 Informades eslardo resintas 3 resporsdel projeio. Mo
antanio, o pesq.lsgrh 50D carias Ciunsiancias, nmﬁEmEﬂmﬂggﬁqﬁaﬂG.%'m
EHmﬁMMﬂnM&mﬁum&wmmmmﬁmmn
ldentificard.  AD assnar esie formuiano de consentimenio, voce autonza o pesquisador 3 fomecer seUs
registnos medicos para o Comi oe E5ca em PesquisalUFMG.

RUbrica 00 reaponsavel: Rubrica 60 paaquisador:
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Jerados 3 pesquisa como foioe, ficha de cadssim & 0 matenal genético ficaram amarenadios

-:lmt&aa:m;ﬁ:-ﬂapasqﬁa cerea de 2 3 5 anos, s0b responsablldade dos pesquisadores. Apds este
periodo 0 material 2 desinuibD.

Desligamento: A 513 partcpagdo neste esido & VoILNtana 2 5US recisa &m paicinar ou seu desligameato
do estudo ndo envolvera peralidades ou panda de beneficios ace quals voods 1Bm diefio. Voods poderdo
parar sLE paricipacio 3 quaquer momanin e Setar S ACOmpantamento medic &m andameanno.

COMpanaac: 0. VOres nao raceberdo quakuer cOmp=nsagan MNanceia por sUE partcipacio no esiuca.

Emengencla [ contato com a Comissdo de Eflca Durante o estudo, dirgtos do participants, ou no caso g2
recos reladorados a0 estudo, w2 deve coniElar Michele da Siva Gongalves - Pesquisadora -
|31 SEd2A09G0 michele. unadsgmall com ou Profa Ora. anaina Macs Morsra — Oieniatioa da Pesquisa -
{31) S9OTE-6104 |anainamorsagyiems com.br, Endencgo: Comitd de Etica em pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gemals: &y, Amdnip Cancs, 5627, Unidade Adminisiativa |l - 2¢ andar - Sala 2005, Campus
Fampuha Baio Holzonie, MG — Brasll. 31270-901. Telefone: (31) 34094592 cOenE ppg im0

Consanfimanto: Ll e entend as Infomagies fomecidas. Tivemoe 3 oportunidade de Tazer pemuas & 1Dias
35 dividas foram responddas. [Esie fommulans esia sendo assinado voluntanamente por milm em oSS Was,

SEN0D Uma 3 B 3 QUiT3 o e Indcando o0 SsTud0n, e
M3 pra 3 pesqusa para o participan que qUErD partcipar que

Estou clente de que:
1. Amﬂaréumaﬂna'lmprauma mim, nem ao{a) meu jminha) Thoja), e ndo Interfenra

no Fendmeantn ol raamemn

2. 06 resuitados WMEmmmmmwm.m:ﬂmmsﬂm
mmmﬁﬁm,m&mnmnmmnmmﬂmm

3. Caseudesge, poders iomar conhecimento dos restltaoes a0 nal desta pesquisa:

[ ) Dessjo conhecer os resultados desta pesquisa & mantens! meu iskfone de contato semore
ahElzadn

[ 1MEn desalo conhelsr 0F resullatos o6t pesquisa.
4. 350 tenham sido tiradas Tofogratas:
{ ) concordo que sejam Inclukdas em publicaghes clentifcas, 52 necessano
[ ] COnCOon que 5&/am apresantadas em aulas para profissionas da sale
{1 nd0 concondo quee s2lam incukdas em nenbum dpo de pubiicacao ou apresentagan.

Bato Horaome, de e

Nome o paricipante

Assinatura dos pals

AzEInatura do pesquisadorn
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TERMO DE CONSENTIMENTD LIVRE E ESCLARECIDD- TCLE
[Pard o= pals ou reeporsaveds) 17 e 2" VA - CAAEET53817.6.0000.5123

Infrodugao: Sewa) ho(a) estio sendo conidados!as) a pariclpar da pesquisa Intfulada =
gendmica de ateracies nas CNVE | regifies do DA que pode ber alteragles na quariidade de coplas) &m
ransioma do auflsta (TEA) mirsirs”. Antes de acefiar partid
ocia pecquiea, & MpoNants Jus VIt 153 & OMprEIs 2 SSQUNe SMpicario Suore o8 OCEAMENnE
D6, Wioc2 2 seu filho(3) 52730 Ifomados vertdmente & de foma compreensiva sobre a
Egta declaracio descreve 0 objelivo, procedmentos, Deneficios & Mscs o0 S5iUdD, & dirsito de voods salrem

D esiudD 3 quaguEr momeno. Menhuma garania ou &av fefla soire O resuliads do eshudo.
Enirefanto em caso de danD duEnie a coel3, %&- o Fendmeamos

necessanos. Esias Informagles estdo sendo dadas para esclarecer qualsquer dinvidas sobre 3 pesguUisa
proposia, ames o abler 0 58U consantimenio.

Objetivo: Realzar testes gendticos para avalar as ateracles no CNVs (regifies do DMA que pode e
ateragles na quanbidade de coplas) em uma amosiragem mingira dagnosticads clinicamente com TEA
{ranstomo do espectr Aullsta | e estaboliecer através 005 achados uMa aEs0Ciaga0 com a dinka & propor
um e de atendimento Dara EXEMes gensicos

Resumo: O Fanstomo do espectm auflsta compreande um grande nUmeno de sindromes DOGEUET
sinomaininglas  semehantes. Allsimemie o & cinco araves de dreta do
Emmmmpuﬂm% ha exames especiicos para o diagnosico, apenas

SXAMEE [ara exciUsd0 02 OUas dOengas, COM0 EXames de Imagem, mm-ﬂemmﬁ
E¥AmEs Dara dsiirnies de metabolsmd e lguns hesiss SoriGglos par doengas Infecciosas que acomete o

cErebim. A andlise de DkA vam mmmmmesﬁmmm Imwesigar
posshveis ateracies genclicas. SEtUGD pretende fazer a Ise gendmica & In pEsivEs
assodiacies com dinica do participante.

Procadimentos: Este estudo IR Indulr avallaghes do deservoivimento e compatamento das oriangas ou do
adolescentes. Estas avalaghss 530 teshe de raciocinid, IGJKE & COOMEnacdo motra para ohsenvar aguma
diiculdade ra execucdo. Ja avallacdo dismofoltgica examinard aiguma aheragao fislca para

médca Aldm disso, 5erd uma colela ge sangue z=iona hablitado da
MMMEﬁmmmme%mmm 'mﬁ
procedmento. Este procedmentn pode, ocasionaments, calsar @or no local, Tl:urrr'a;!lﬂdenen'aum 2
rarameante, Infacgao, ma&:deunaataummﬂeﬂumlmmmmmqem

fscos @ a compllicagles decomentss dessa atvidade s2jam minimos. Em caso de quakquer lcaﬁgu.
WOOR poderd entrar em contato com a8 pesquisadoras DE. JMMMEWM@?’E—B g

3 Bidloga Micheie da Sliva (GonGaives no teisfione 952440566,
MMMDmmmWMMM aproveltando a consulta
agendada p=iodcamants

Critérics de Inclusio: Diagnastico cinico prévio de Transiomao 0o Sspecto aullsta

Boneficlos: A pacquisa pretende atraves da analse do DNA dentificar @ avallar a5 ateragfies
mmmamummmammm@mmmm

DCHTEM No CA e podem 52 hendadas ol rdas. Esta pesquisa tem como oie®vo comelacknar esias
caracheristicas a0 newndesenvohimento do

Rubrica oo responsdvel: Rubrica do pagquisacor
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Confldencialidads; Os registoe de su3 paricipacdo nesie estudo serdo mantdos confidendalmenie g
onde & pETTitD por 18l 2 indas 35 Imfornacdes esiard0 restrias 3 equipe responsavel DD pRojein. Mo
antamo, 0 pesQUISatkr & 500 cetas ctunstanclas, o Comi2 de Etica em Pesquisa/UFMG, vertficar
2 fer acess0 206 dados comfidencials gue © ldentficam pelo nome. Cusiquer publicacio dados ndo o
Ideniificara. A assinar este fonmmulano de consentimenio, vocé auionza o pesquisador 3 IDmecer seus

registos medicos para o Comis de £ca em PesquisaUPMG.

Cs dados gerados da pasquisa como fotos, ficha de cadastio e o matedal genético ficaram anmazenados

durante 3 execucdo f3 pesquisa, cerea de 2 3 5 anos, sob responsablldade dos pesquisadores. ADde esle
[period 0 matenal sard desinuiio.

Desligamento: & 53 particpagao neste estdo & voluriana 2 s1E recisa &M participar oo seu desligamento
do estudo ndo envohverd peraildades ou penda de beneficioe ace quals woois Bm diefio. ViocSs poderdo
parar su3 partcipacdo a quaiquer momento sem afetar seu acompanhamento médco em andamenta.

Compenaacio: Vocss nao resberdo qualquer compensaao financeira por sUE paricpacio no eshuda.

Emergéncla | contato com a Comissdo de Eflca Durants o estudo, dirgdice do paricpants, o no caso de
mmmm;uamm'mmmxmmmn%w—
1 jeed240066 michele. unag@gmall coim ou Profa Ora. Janaina katos Morsia — da Pesquisa -
{31) 99756108 |anainamorsragyiems com.be. Enderego: Comite de Efica em pesquisa da Universidage
Federal de Minas Gerals: Ay, Andinip Canos, 6627, Unidade Adminksiraiha Il - 2* andar - S5ala 2005, Campus
Pampuiha Belo Horzonie, MG — Brasil. 31270-901. Telefone: (31) 34094532 Coeq G g uimg br

Consanfimento: Su & meu fiho entendemos 38 nformacdss fomeddas. The a ooomunidads de fazsr
pergquntas & 10das a& minhas dividas foram respondidas. | Este foammuliano esla sendo asEnado
voluritaraments por mim e duas vias, sendo uma para a pesguisa @ 3 outa para o paricipanis, indicando
qUE quErEmos paricpar do estudo, abé que decidmos o contrana.

Estou clente de que
1. A desish®noia nio causara nenhum prejuizo a mim, nem aoda) meu (minha) filhoia), & o interfen
no Fendmein ou raamem o medocn;

2. s resultados Dotkdos durante esie projeto ser30 manioos am sigho, Mas concordo que
dhvulgadios em pubilcagiies clantMeas, desds que NS O MEaU NOME Nem o de meu filho s&fam
MENCOonaos;

3. (CasDeu deseje, podere! tomar conhecimento dos resutados ao fnal desta pesquiss
%ﬁmﬁmmmmm Emmﬂ1m@-mﬂm

[ 1Mo dessjo conhener 08 resuliados desia pesquisa
4. C3shienham sido tiadss fongraflas:
[ ) concono que sejam Inciuidas em publicagdes Certmoas, Se Necessan
[ )econcondo que sejam apresentadas em aulas para profissionas da saloe
{ 1m0 concomo gue s=am Incluldss em nenbum po de publcacSo ou apreseniagao.

Bei0 Hoatzomle, e de

MOMe 0 participarts
PEIEII'IEIE‘E-EH.II'EEIITFEE‘H

Assinatura do pesquisadr




ANEXO 111 - Termo de Assentimento Livre e Esclarecido - TALE

TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDN - TALE
(Para criangzs de 6 a 11 anos) 1% e 2"WA - CAAFGFS5381T 6.0000.5145

Infrodugio: Vood & seu fiND 2513 sendo comvidado(a) 3 paricipar 43 pesquisa Intftulads: = Caradenzacio
wmmdea‘taa;:!esnasm-:ragﬁesm DMA que pode b alteragies na ouamidade de coplas) &m
packEies com ransomo do SEpecin aulsa (TEA) em uma miredra". Antes de aceltar parid
dests pesquisa, Elnmﬁnmqm.welaalemn'ﬂea'm gnteamlm;auMcspmrnmE
pr:puslna Vo2 2 seu fiho3) s=a0 Ifomadcs verbameante & de foma compreensiva sobre @
desoreve O objetvo, procedmentos, Deneficos & Mscos 00 S55Ud, & Oirsto oe vooss s3irem
masum.a LEr mamema. Nenhuma fla ou £ fefta sore o resUiiaao do estudo.
D N1 (480 O GanG QUrants 3 CoRi. pOSSSONalS Faranns e menamentss
necessanos. Es5i3s Informaghes est3o sendo dadas paa esclaecsr quelsquer dikidas sobve 3 pesguUisa
proposts, ames o obier o seU consantimenio.

Oibjetivo: Realzar tesies genélcos para avallar a6 ateracdes no CHVE | regides do DMA Que pode =

na de coplas) em uma amosiragem minsra dlagnosicada dinicaments com TEA
{ranstomo do autlsta | & eslabeiensr airaves dos achados UMa aS500iaga0 com 3 ofinka @ propor
um ik da IMenio Dara BXEMEs Qensticoe.

Resumo: O franstomo do espectmo autisia compreende um grande nimeno de siNdmimes que posEUET
EHWMENHMED% & cnico aavés de obsenacdn drefa do
comportamento & entrevisia com o6 pals. AInda ha exames especiicos para o diagnisico, apenas
mmmmmmmmmmlmmmmmm
mmmmmmeaﬂmmmmFﬁmlmm%mﬁeu
cETeDm. A andlise de DMA vam Eﬁummmuﬁesﬁemmam

poeshels ateraglies gensticas, sstudo pretende fazer 3 megermmaeln'esg
associacdes com cinica do participants.

Procedimentos: Esie estudo IR conslsin de uma de uma avallagdo dessmohdmenal, comportamentsl,
cgnithva & dismorfoltgica.  Esta avallagies 530 tests de raciocinio, IOgEa & coorderagao motora par
observar Aguma dicuidade na exscucdo. J3 avallagio ENATINGTA Aguma fislca,
para mvesigacio médica. O dnico desconfiono & cansach serdo £ 3 ENSCUCAD B SIpEa
Alem lss0, 58 IOJIAMada UMa coieta de sangue parfenico por profssional habilado da crlanga @ oo
Das N0 Laboraano Hemmes Pardin. Este procediMentd pode CAsar dor no local, Tormagio de hematoma, e
raramente, Irfecgdo, lesdo de uma anana ou neno. Serdo willzadas medidas of SSQUIENCa DA que 8
rsons @ a6 compleapdes decormentes dessa afvidade salam minkmos. Emocasn de qualkquer compl
WO poderd entrar em coniEto com a8 pesquisadoras D, Janaing Maios Moreira no felgfone 299TE-E104 &
a Bisioga Michele da Siva Gongaives no telefone S62440956.

OCOME dUEnie o 3companhamento do TEamento no ambulaiino, IWoweiandD 3 consula
w agendads peodcaments.

Critérics de Inclesdo: Dizgndslicn cinic prévio 5 Tansiomd 0o Spesim aullsa

Beneficica: A pesquisa pretende araves da analse do DMA ldentificar e avallar a5 ateracfies genetcas
redacionadas com 0 Tansiomo do especto Aullsla Tas dteaches =30 decomenies de muEches que

OCOTET no DA e podem s hendadas ol 35, Esla pesquisa tem como objetdv comalacionar eslas
mmmmmmm
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Desligamento: & su3 participa@o neste estudo & voluntana @ 5US reclsa em paticioar ou 52U desligamentn
do estudo ndo envolverd peralldades ou perda de beneficlos ace quats woods Bm defio. Voods poderdo

parar LA partcipacin 3 qualgquer momentn sem afelar o 52U acompanhameanio medico.
Companaache: Vocds ndo receberdo quakguer compensacdo financeira por suE paricipacio no esfuda,

{ comtafe com a Comiss3o de EHca Durants o estudo, para IMomagles 3 respeio dos
direfios do participante, ou no o350 de nscos relacdonados ao eshdo, woc2 pode contatar: Mchele da Siha

ves - Pesquisadon — (31 ou Profa. Dra. Janaina Matos Moreia
- uanaeqﬁa-.:§1:-m&aim .com. Enderecor Comitd de Etica em
pesquisa da Unlversidade Federal de Minas Gerals: Aw. Antdnio Carios, 6627. Unidade Adminisiraihva Il - 2°
andar - Sala 2005. Campus Pampuina. Beio Horizonie, MG — Brasll. 31270-901. Telefone: (31) 3409-4552

itk bt s R

Conssntimento: Ll e entzndl as Informagdes fomecidas. Tive @ oporunidade de fager pergunias @ todas as
dividas foram respondidas.  Este formulano estd sendo assinaco voluntaramente pelos pals 0U responsave

em duas vas, sendo UTa para 3 pasquisa e 3 oulra pam o parkdpanis, Indcando gue querem particlpar do
SELUHD, 38 que eu dedida o contrario.

Estou clente de que:
1. Adeslsiincda ndo causara nenhum prejulzo para meu fiba, & & medend no atendimento ou
tratamenio medicn;

2. Osresutados MﬁMEmmmnﬂﬂmem,MMqﬁﬁan
dhvulgadce em pubilicagles clantiNcas, desde que o nome NS0 583 MENSEonaD;

3. Cas) eu oesale, pooers omar conhecimeno oos resultados 30 inal desta pesquisa:
%ﬁmﬁmmﬂhﬂﬂmﬂmﬁaenﬂﬂmbﬂmd&mﬂnm

[} Mao des=jo conheoer o resuiiados desia pesquisa
4. Casoienham sido tiradas fologatas:
[ )concondo que sejam INCLIas em publkagdes centmoas, Se NEcessanc
[ )Concondo que S5jam apresentadas em aulas para profissionas da sale
i 1ndo congora que sam Incluldas em nenbum tpo de puslicacio ou apreseniacio.

Belo Hortzonte, de de

ASEINatura do responsavel

AszInahura 40 pesquisator
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TERMO DE AS5ENTIMENTO LINVRE E ESCLARECIDO - TALE
(Para adicescentes de 12 3 15 anos) 1™ & 2° V1A - CAAEBS53617.6.0000.5149

Infrodugio: Vood 5t sendo convidadol da Inttuiada: de
S e e e
3ufisia (TEA) M UME amosvagem mineld. Anfes de acetar paridpar desia

06. Voo serd Informado vertaimente @ o2 foma compreensha sobre a pesquisa. Ssta
descreve 0 objetivo, procedmentos, Leneficlos & nscos do estudo, & drefin de wooas salnsm 0o estdo 3
momento. Menhuma garantia ou promessa pode sa Telta sobee o esultado do estudo. Entretanto
ST C3E0 08 EaNd urEnte 3 Colefa, pOtSSOnals Tersdos providenciardo 8 Sendmenins NecessAnos.
mlmmmmmmWMMamm antes
de obier o seu consentimento.

Objetivo; FRealizar testes gendticos para avalar a5 ateracles no CNVs (regides do DMA que pode fer
mmhmmmmmmﬁxummmmmmmmmammmm
Autsts | & eslabsiensr siraves 008 3Chados UME SE50CE030 G0 3 dNka & propor

l.IT'lﬂLHJ}IE [para EXEMEs JENSICIE.
Resumo. O Tansiomo do especio aulsia compreends um grande nimem de sindnomes [POEELET
sintomaininglas  semadhantes. Allsimenie o £ clnkn afraves de dreta do

COMporamentn & enevisia com 0 pals. Alnda Ma exames especticos DA 0 dlagnosico, apenas

SXAMES parE sndusdn de Ulras doengas, COMO SXames de IMagem, exames genslicos de balka

ENAmEs Dara distrnics de metabolsmd & Alguns tesiss SoNTOgicos Dara doengas Infectiosas que acomete o

::Ha‘:mhaﬂh&edel:rmﬁ.vem Emmma%mmm Irrvestigar
genéticas. Este esludo prefende fazer a gendmica e In poss s

asa:da;ﬂ-a&mdﬂcadnpa‘ﬂﬂpam

Procedirmentos: Es2 eshedo I conesir de uma avallagdo dessmeoldmental, comportamental, cogniha e
dismomEsyca Estas avallagdes sdo teste de raciocinio, I6Jka & coortenacdo motna Dars aiservar Aguma
dificuldade ra execucdo. Ja avallacio dismofoltgica examingra siguma aflermagso fislca para Invesigagio
médea O nico descontonn & CIMEICO S2rA0 duEnis 3 g s testes Cinicos. Akem disso,
5273 programada uma coleta de sangue perfenco por IRado de voo2 & dos Seus pals no
Laboratonio Hermes Pandnl. Sste procedimento pode causar dor no local, formagdo de hemaioma, e
rarameie, Irfscgdo, lesdo o8 uma andda ou nenvo. Serdo wizadas meddas ds SEQUIENCE DEra gUe 05

nscos @ 3 compilcagdes decomentes dessa alvidade selam minimos. Em c3s0 de quakquer Icaﬁgo.
WO poderd entrar em contalo com as pasquisadoras DA Jmﬂahhﬂhhﬁmmmmg?a‘g-ﬁ g

3 Biéaga Michede d3 Siva Gongaives no teefonge 9521405966,
WWMDWMWWDWM apFoeeiandd a consuita

oo paciente agendads
Criterica de Inciualo: DIagnasiico ciinico prévio de Fansiom o espect aulistia

Beneficics: A pesquisa pretende draves da analse do DA identificar @ avallar a5 ateragies gensicas
redacionadas com o ranstomo do especto Julistia Tals ateracies S0 decomentes de mutaghes Que
OGO no DA e podem sar hendadas ou adquindas. Esta pesquisa tem como objetive comelacionar estas
caracienisiicas a0 neurndesenvolvimento do individuo.

RUBFiCa 00 FeaponEdvel Rubrica oo pasquisacor
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Confidenclalldads; Os registos de sua paricipacdo nests estudo serdo marbioos comfldendalmene a8

ongde & paitido por 18l e tndas 35 formacdes eslardo resintas 3 equipe responsavel pRio projetn. Mo
entamo, o pesquisador @ sob Carias Cirmunsiancias, o Combd de Eflca am Pesquisa’UFMAG, poderdo venficar

2 fer acess0 ace dados comfdencias o ldenificam peio nome. Cuaiquer publicagdo dos dados nao o
Identificar. MEHFEEEIEMI&'I%E:EWHHHE’M voc2 autorza o pesquisador 3 ToMECcer SEUE

registros medicos para o Comis de Efca em PesquisalFMG.
5 dad0s Qa00s 03 pasquisa COMo Toioe, ficha de cadssiio & 0 Malenal genetico Ncaram anTazenatos

durants 3 execuio 03 pesquisa, carna de 2 3 § anos, 50b responsablldads dos pesqUISAtNeS. ADOS SR
DEriedD 0 malenal serad destnuiio,

Dasligamento: A sua parbicipacso neste estuda & woluniana 2 sUE recisa &m particioar ou 52y desligamentio
do estudo ndo snvolverd peralldades ou perda de beneficlos 306 qualts woos ¥m drefio. Vocss poderdo

parar sUE partclpacao 3 quaiquer momento sem afetar o seu acompanhamento medica.
Companaacio: Vocss nao receterdn quakuer compensaio nanceira por suE paricipacio no estuda.

Emergincla | contalo com a Comissdo de Ebca Duranie o estudo, para Informagdes 3 respeio dos
direftos div particpante, 0U nd 350 de fsms relacdonados a0 eshada, wood pode cont=tar Michelie da Sha
Gongalves - Pesquisacon — (31)954440066 michels uradgmall com ou Profa. Dra. Janaina Matos Moreia
— Oriertadora &3 Pesquisa - (31) DOWES10M  [slamomiaggmal.com. Endereco: Comitd e Efica em
pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerals: Ay, Anbinio Canice, BE27. Unidade Administiratha Il - 2
angdar - 5ala 2005, Campis Pampuina Belio Hozonie, MG — Grasll. 31270-501. Tesfore: (31) 408-2582

3. i s N AR

Conssnfimento: U & entendl 35 Informagdes fomecidas. The 3 oporunidade de Tazer pergunias = todas a5
dividas foam Esle formuliano el sendio S55inado volunianamente por mim & pelos pals ou
TEEpOnEavE &m vias, 52ndo UMa para a pasquisa @ 3 Quira para o participante, Indicando que QU
paricipar o esbudo, 33 que ey decida o conirana.

Estou clente de que

1. Aﬂesﬁtﬂﬁarﬂumﬂna‘lmpm]u@aﬂme@lnﬂﬂﬂﬁmmu;mﬂnﬂnm
tratamentn medo;

2. D6 resuiados obidos duramie esie projelo Berd0 MEmides &m siglo, mEs concondo quees s2iam
dhvuigadios em pubilcagies cientifcas, Seste QUE MEU NOME NA0 5eia Mencionado;

3. Casoeu desse, podered tomar conhecimento dos resultados a0 inal desta pesquisa:

[ )Deseio conhacs oS resultados desta pesquisa & manten mew =isfone de contato sempre
ahGilzadn.

[ 1MaD dessjo conhecsr oS resUiiados desia pesquisa.

4. Casotenham skdo tiradas Tobogratas:
[ ) cordondo que sejam nciuidas em publicagles cemifices, 52 necessano
[ ) CONCOa que 58am apresentadas em aulas para pronssionas da saooe

{ 1nao coneomio gue s=iam Incluldas em nenbum po de publicacio oU apreseniagao.
Bl Horzomie, de de

Azzinabura do Parbdpame
Azzinabura do Fesponsavel
Azzinatura do pesquisatar




ANEXO IV - Protocolo para Cadastro
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Caracterizagao Genomica de Alteragoes nas CNVs em Pacientes com Transtorno do

Especto Autista em uma Amostrage Mineria

Protocolo para Cadastro:
Dados Epidemiclogicos:

Nome:

Numers do prontuario:

Cata de pascimento: %% JF { )M Emia

Endar=ga:

Telafome-

Mae: DN:

Pai: TDN:

Medico responsavel:

Hipotese diagnostica:

Fatares de Exclosio:

- Alteracio na triapem metabolica para emmos inatos do metabalismo:
[ )teste do pezinhar

- Diagnostico de TEA com alfa probabilidade de etiologia ndo genstica:

{ ) infecao congenita,
{ ) hipoxia necnatal prave,
{ Juso de drogas temtopemicas na gravidez

Documentacao fotosrafica de paciente:

Autorizado: Sim{ } Nao( ) Diata da foto:

Anammese:

GESTACAO E PARTO
Pre-Matal:
Infercomencias;

Uszo de Medicamentos:

Uso de alcool:

Parto: Idade Cestacional:
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Caracterizagao Gendomica de Alteragdes nas CNV's em Pacientes com Transtomo do
Especto Autista em uma Amostrage Mineria

Pazg Alhara {icm)
Penmetro Cefalico (PO
Apgar:l™; 5

Manobras em sala de parto;

Sofrimento fetal: Sim () Mo [ )
Alta | ) dias
Intercommencias;

Desenvolviments Nearopscomotor (DNFALD :
Sustentou a cabega

Senton Amndou:
Ealou: Contole de esfincrer:
Escola

EXAME FISICO:

Dhata: Idade:

Pazp Escome £ Eztaiara Escore Z: PC:  Escome £
Puberdade: Tannet:

Menanca:

Dismorfismos faciais:

Wao( ) Sim( )

Clhaos: Mariz;
Boca: Orelhas:
Pesoopo; Cruimos:
Anomalias Congenitas:

SWNC:
Cardiaca
Abhdome
Flanal
Cremitalia
Esqueletica:
Pale:

OBSERVACOES

[ Jepilepsia

[ ) defirienria mental

(Jeariotipp

[ ) oumos afetades na fanulia Parertesco?
[ ) heredograma no verso

(7 historico faniliar de cancer;
Grau de parentesco Tipo/Localizagdo;
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ANEXO V - Protocolo de Extracdo de DNA Modificado

DA W

o

10.

11

12.

13,

ie,
- Colocsr 3 colunz em um 1o nova de 1,5 mi ctiquetada,

16

17

Protacolo de extragio de DNA Preparscio

e Aguecer o berhoftermobicco 3 SHEC.
*  Lgar contrifuga que Mings 20000

¢ Checar & a ANAye +515 prunta para Jsc, zendc pipetar Iml de 4gus Tipo 1
para frascu de [|<100mp/ml & momogencizar até que ola s ressuapencs
competaments. 350 3 RNASE M%a seja da coecentragio de [1<100mg/ml
FEssUsSINIST RECRACIONalments

*  Checarse 3 protegse estd pronta para w50, 5enE0 pipetsr 5.5 m! (Kit para 250
reagdes) de “protease salvent” no frasca contenda QIAGEN Pratease lioflizada
v humogeneizar 3t gue ala 5o ressuspendas tompletaments,

¢ Chacar se 0 elarol (96-100%] fal adkcionaco a0 AW, seniic proceder 8 adicdo
tonforme instrugtes na garata

s Chaocar s 0 etancl (56-100%) for adiclonade an AW?2, senda proceder & sdicio
cordorme mstrucbes na gaTata.

*  Separar walume necesspnio de etano! 56 100% nessessario pars o total de
aMasteas,

Adicianar 400 ul de sangue no tuba (e vear Bufy coat) & acrescentar 4 ul de solugho
de ANAse 5 100 mg/mi

Vortex ce 10 segundas.

Spin no DD para tirar as gotss da tampa.

Ppetar 40 de peotease K centro co tube de 1,5 ml,

Vortex de 10 segundos, \ncubar por 2 minutes tempseratura ambiente.

Adicionss 400 wl de BuMer AL nz 3r05trs e vortesar por 15 segundos,

C35: Ndo adcionar a pratease X dretamente no 3uler AL

Incubar 2 562C por 20 minutos.

Sain no tube pars tirar as gotas da tampa.

Adicianar 400 ul de etanol getade |96-1005) na amostea, vartéxar par 15 segundos.
D3¢ um $pin no tudo para tirar as gatas da tampa

Passar o mistura para a coluna e certrifugar por 1 minute a 5000 £ ou 8000 rpm.
Calocar o colura em um rene tubo coletar e descartas o fivrado,

Agicons: a coluna 500 Wi de Buffer AW o contrifugar por 1 minuio a 5.000 g oua 000
reen. Descartar o fitrado e reatilizar a tube coletor.

Adidenar s coluna 500 W de Buler AW2 e certrifugar aoe 3 minuto a 20.006-8 ou
14000 rpm.

Descartar o fitrado & manter o tube coletar & centrfugar por 1 minuto a 20000 ROu
14.000 rpm pars & imirar res dues do bufier.

Incuhar § mouto ce tampa aderta.

Acicianar 20 pl do Buffer AF dirstaments na mat-ix ¢o 1uba. Incubar por 1 minuto 4
femperaturd ambienté » cetrifugar por 1 minuta a 8.000 rpm

Repetir 0 passo 16 wtiliza~do 0 mesme tulio de =yucia. [total de A0y de volume
recuperada)
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ANEXO VI - Protocolo com as concentracdes e quantidades da PCR
modificado de Zhou et al., (2004,2006)

Reagentes Reacdo 1 (ul) Reacdo 2 (ul)
Agua Reagente Especial 33,5 26,9
Tampédo AmpBuffer! - 5,0
Enhancer! - 10,0
MgSO4 (50 mM)* - 15
Tamp&o HotStart? 5,0 -
Qsolution? 5,0 -
dNTP (10 mM) 1,0 1,0
Non Met F (20 pM) 1,0 -
Non Met R (10 uM) 1,0 -
MTP-F (10 pM) - 1,0
Tail-R (10 uM) - 1,0
MTP-R (10 pM) - 0,1
Taq Platinum? - 0,5
Taq HotStart? 0,5 -
DNA Tratado 3,0 3,0

'Fornecido pelo PCRx Enhancer System da Invitrogen, 2fornecido pelo kit HotStarTag DNA

Polymerase da Qiagen e*fornecido pela Qiagen.

As reagdes foram amplificadas no termociclador (Applied Biosystems — Veriti 96-Well
Thermal Cycler) com o programa: desnaturacdo inicial 95°C por 15 minutos, 40 ciclos
com 98°C por 1 minuto, 60°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos e extensdo final com
72°C por 10 minutos. A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador ABI3730
(Thermo Fisher, Waltham, Estados Unidos) utilizando 0,3ul padrdo de peso molecular

GeneScan ™ LIZ 1200, para a primeira reacdo e ™ ROX 500, para segunda reagéo e
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8,7ul de Formamida HI-DI e 1uL de produto de PCR. Ambos fornecidos pela Thermo
Fisher Scientific. Os arquivos gerados foram processados no programa Genemapper ™.

Padronizacdo do PCR para gene FMR1

A opcdo de otimizacdo dos protocolos para gene FMR1 visou a diminuicdo de custo
para possibilitar a execucdo de todos os testes proposto na pesquisa. Durante a

padronizacédo controles com gendtipos conhecidos foram inseridos em todas as etapas.

A modificacdo proposta no ensaio de Zhou et al.,2006, com apenas 2 reacdes visou nao
apenas a diminuicdo de custo, mais devido a composicdo de 80% de sexo masculino na
populacdo. Sendo assim, ndo justificaria a execucao da reacdo para alelos metilados até
100 repeticbes CGG, porque na reacdo para alelos metilados estariamos visualizamos 0s
alelos na faixa normal, fato que para o sexo masculino e observado apenas na reagdo
para alelos ndo metilados devido ao tipo de herangca. Como mencionado anteriormente
os resultados alterados e feminino homozigoto foram confirmados pelo kit AmplideX®
PCR/CE FMR1.
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ANEXO VII - Protocolo para reacdo de PCR para o kit AmplideX® PCR/CE
FMR1

O protocolo para realizacdo deste teste seguiu as seguintes condic@es: 5,75 uL de Buffer
GC-Rich Amp; 0,25 pL de iniciadores FMR1 F (sense) e R (antisense); 0,25 pL de
iniciador FMR1 CGG; 0,75 pL de diluente; 0,03 pL enzima Polimerase GC-Rich para
um volume final 6,5 puL e 1,00uL de DNA a 20 ng.

Neste protocolo realizamos com Y2 dos reagentes estabelecidos pelo fornecedor, e para
validar as modificagOes, adicionamos, em todas, ensaios controles com alelos normais e

expandidos conhecidos.

A amplificacdo das amostras seguiu o programa do fornecedor: 95°C por 5 minutos; 10
ciclos de: 97°C por 35 segundos, 62°C por 35 segundos e 68°C por 4 minutos; seguidos
de mais 20 ciclos de: 97°C por 35 segundos, 62°C por 35 segundos e 68°C por 4
minutos com 20 segundos acrescidos a cada ciclo; e uma extensdo final de 72°C por 10

minutos e 4°C infinito.

A eletroforese capilar foi realizada no sequenciador ABI 3730 (Thermo
Fisher,Waltham, Estados Unidos) utilizando 0,3pl padréo de peso molecular Gene Scan
™ 500 ROX; 8,7 uL de Formamida HI-DI fornecidos pela Thermo Fisher Scientific e 1
puL de produto de PCR. Os arquivos gerados foram processados no programa

Genemapper™
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ANEXO VIII - Protocolo para reacao dos kits de SALSA MLPA P245-Bl e
SALSA MLPA P343-C2

Reacdo de MLPA — Protocolo reduzido
Preparo da reacdo de hibridizagéo do mix de sondas P245-B1 e P343-C2:

Reagentes 1 reacdo (L)
SALSA Probe Mix 0,75

SALSA Buffer 0,75

Total por amostra 15

As amostras aliquotadas foram colocadas no termociclador no programa de

Desnaturacéo e Hibridizacéo.

Programa de desnaturacéo e hibridizagéo

98° C por 10 minutos

25° C “infinito” para adicionar a reac¢do hibridizagdo

95° C por 1 minutos

60° C por 17 horas

Preparo da reagdo de ligacéo.

Reagentes 1 reacdo (uL)
Agua Reagente Especial 12,5

Ligase Buffer A 1,5

Ligase Buffer B 1,5

Enzima Ligase 0,5

Total 16,0

Apos a adicdo da reacdo de ligase prosseguiu no termociclador com o programa de

ligacéo.



Programa de Ligacéo

54°C por 1 minutos para adicionar a reacao de ligacdo

54°C por 15 minutos

98°C por 5 minutos

20°C “infinito”

Preparo da reacdo de PCR.

Reagente 1 reaco (pL)
Agua Reagente Especial 3,75

SALSA Primer 1,0

SALSA Taq DNA polimerase 0,5

Total 50

Apos a adicdo da reacdo de PCR prosseguir no termociclador no programa de PCR.

Programa de PCR

95°C por 30 segundos

60°C por 30 segundos

72°C por 1 minutos

35 ciclos

72°C por 20 minutos

15°C “infinito”
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As reacdes da MLPA foram realizadas no termociclador (Applied Biosystems — Veriti

96-Well Thermal Cycler). E posterior eletroforese capilar no sequenciador (Thermo

Fisher, Waltham, Estados Unidos) utilizando 0,3 pL padrdo de peso molecular Gene
Scan ™ 500 ROX ®; 8,7 uL de Formamida HI-DI fornecidos pela Thermo Fisher
Scientific e 1:10 pL de produto de PCR.
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Padronizacdo da MLPA

Em virtude da dificuldade em encontrar-se na literatura dados, que pudessem fornecer
informagdes para a otimizacdo da técnica, foi optado pelo uso do protocolo elaborado

pelo fabricante para em seguida testar algumas modificacdes.
Avaliacdo do desempenho da técnica

Inicialmente, foram avaliados a qualidade da extracdo, o tempo e condi¢des de
armazenamento das amostras e a quantidade de DNA utilizado. Para verificar a
qualidade da extracdo do DNA, as amostras foram avaliadas por espectrofotometria. Os
DNAs que ndo apresentaram niveis de pureza entre 1,8 a 2,0, para as duas razbes
260/280 e 260/230 nm, foram descartados da amostra para garantir a confiabilidade dos
resultados. Considerando que as coletas do material genético foram realizadas desde
2017 até o ano de 2018, seria necessario verificar se 0 tempo e a qualidade do
armazenamento poderiam interferir no resultado. Entretanto, na dissertagédo de Mestrado
da Bidloga Gabrielle Souza Vianna (VIANNA, 2011) esses pontos foram avaliados
nessa mesma amostra apresentando resultados satisfatérios. Em relacdo a quantidade de
DNA utilizado, o fabricante recomenda uma concentracdo entre 20 a 500 ng. Para o kit
SALSA MLPA P245-B1 e kit SALSA MLPA P343-C2, ndo houve diferenca entre os
resultados de concentracdes no intervalo de 100 e 150 ng. Sendo assim, essa faixa de

concentracdo de DNA foi adotada.
Reducdo do protocolo original

O produto final da reagdo de MLPA corresponde a um volume de 50 pL, mas apenas
1uL sdo utilizados na eletroforese capilar. Apesar de a técnica ter um custo
relativamente baixo por paciente, quando comparada a outros métodos, seria ideal
reduzir os volumes preconizados no protocolo recomendado pelo fabricante, com o
objetivo de aumentar o rendimento do kit e diminuir o volume descartado. Para
padronizar o uso das reacOes em 25 pL, foram feitos experimentos, comparando-se esta
guantidade de reagentes com a quantidade recomendada pelo fabricante (50 uL). O
protocolo com 25 pL foi denominado protocolo reduzido, e o protocolo recomendado
pelo fabricante de protocolo original. Foram utilizadas, como parédmetro, controles
positivos e controles negativos de ambos 0s sexos para cada experimento. Em seguida,

esses dados foram comparados. N&o foram observadas diferencas entre os protocolos.
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NO
Sonda

01218-
L06270

01318-
L23196

01336-
L00878

01411-
L23371

01452-
L20745

01453-
L22689

02269-
L01761

02507-
L22694

02595-
L23366

02600-
L15191

02890-
L02511

03081-
L07411

03087-
L02487

03409-
L16570

03702-
L22814
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ANEXO IX - Descricdo das sondas do kit SALSA MLPA P245-B1

Gene

CLDN5

SNRPN

ELN

DMD

DRC3

LLGL1

TNFRSF4

NF1

NSD1

NSD1

GNB1

TRPS1

CREBBP

MECP2

PTCH1

Mapview

22-017,891319

15-022,764248

07-073,108586

X-031,555815

17-017,832032

17-018,076719

01-001,137299

17-026,576310

05-176,616671

05-176,648451

01-001,746713

08-116,750248

16-003,869877

X-153,016664

09-097,281171

Sequéncia LPO

CTCGTGCCACTCTGCTGGTTCGCCAAC
ATT

CTCTAACCTGGTTTTTGCTTGGAATCA
GATTCCTCGCTA

GCTGGGGGCTTTCCCGGCTTT

TCGAGAGGCTGCTTTGGAAGAAACTC
ATAGAT

GGACCTGAGCTTGTTCAACAACCGGA
TCTCCAAG

CTCCTGTCCCTGCTTGATGACAGCAGT
CTGCA

GCACACCCTGCAGCCGGCCAGCAA

CACCAGTCAAATGTCCATGGATCATG
AAGA

CGAAGAGTGTGTCCAGAAGTACCCAC
CCACTG

CACAACCTAGAATGTCTTGGGAATGG
AAAGACTGTT

GGTGGCATTGAAGAGCACTAAGATCG
GAA

CCTGCAATCTCTAGCGTCCTCTTTTTT
GGT

GCTGTTTTCGCGAGCAGGTGAAAA

CCAGCATCCGCAAGGGTCCATTAATC
CTTA

CCAGCGCCCATGCCCTGCAGACCATG
TTCCAGTTAATGACTCC

Sequéncia RPO

GTCGTCCGCGAGTTTTACGACCCGTCTGTG
CCCG

CTCCAATATGGCTTTAACCACCTCTTGGTGT
CTCAGCTAAGAA

GGTGTCGGAGTCGGAGGTATCCCTGGAGTC
GCAGGTGTCC

TACTGCAACAGTTCCCCCTGGACCTGGAAA
AGTTTCTTGCCTGG

ATCGACTCCCTGGACGCCCTCGTCAAGCTG
CAGGTGT

TCTCTGGGAGATTGTCCACCATAATGGCTG
TGCCCACCTGGAA

TAGCTCGGACGCAATCTGTGAGGACAGGGA
CCCCCCAGCC

ATTACTACGTACTCCTGGAGCCTCTCTCCGG
AAGGGAAAAGGG

TTATGCAGAACAAGGGCTTCCGGTGCTCCC
TCCACATCTGT

TGCAAATGTGGAGCCCCGAACTGCAGTGGC
TTCTTGG

GATGAGTGAGCTTGACCAGTTACGGCAGGA
GGCCGAGCAAC

GCTGCTGGTTTCTCCAGACCTCGCGTCCTCT
CGATTGC

TGGCTGAGAACTTGCTGGACGGACCGCCCA
ACCCCAAAAG

ACATTCAAATTCCGCCCACTAAACCAGTCC
CTCCG

CAAGCAAATGTACGAGCACTTCAAGGGGTA
CGAGTATGTC



03761-
L22817

04120-
L03532

04190-
L05920

04460-
L22816

04690-
L04068

05464-
L15184

06734-
L05558

06811-
L22815

07530-
L22697

07632-
LO7317

08365-
L22699

08395-
L08249

08401-
L15187

08484-
L22698

09310-
L13824

09870-
L15194

10633-

TERT

PAFAH1

B1

LETM1

FANCC

GABRD

GP1BB

RABL2B

CYP1Al

PPIL2

GATA3

MAPT

DLG1

DLG1

RTDR1

MECP2

PEX13

WHSC1

05-001,335583

17-002,515063

04-001,813236

09-096,903877

01-001,946238

22-018,091521

22-049,553066

15-072,801788

22-020,379685

10-008,136771

17-041,457227

03-198,276990

03-198,507624

22-021,734047

X-152,949042

02-061,126361

04-001,865410

CCGTGTACGTCGTCGAGCTGCTCAGGT
CTTTCTTTTAT

GCTTACCTCACAAGCTGTAGGCACTCT

CACACTCCCATCCACCCTGTGTACACA

CGGCTCACACTGCTGAGATAACTCAC
GA

GATGAATGACATCGGCGACTACGT

CCTTCCCTGTCGACACAACCGAGCT

GGCCTAGCTATAGTTAGGAATACACA
AGCC

CCCACCAAGAACTGCTTAGCCTAGTC
AACCTGAAT

GGAAGCGAGCAGCAGAGGAAGAGCC
CTCA

GGAGAGCGAGACAGAGCGAGCAACG
CAAT

CCTGGCGGAGATCGTGTACAAGTCGC
CAGTGGT

CAGTGATCATATTGGGACCTATGAAA
GACA

CCACCAAACTGAAGACAGACAGCTCA
GAAGT

GTCTCGAGAGGGCAAGAAACAGGTGT
GTCATTT

TGAGAGCGCAAAGACATTGTTTCATC
CTCCA

TGACAGCATCAACTGGGCAAGTGGTG
AGGATGACCA

CTTCTGGACACTTGTGGTGGCACGAG

127

GTCACGGAGACCACGTTTCAAAAGAACAG
GCTCTTTTTCTACC

ATAGATCAAGCTATGGCTCTGTGACAGCAA
CCATCAATTTTGC

TCCTCCAGAGGCGATCACCTCGGCTGTTGG
GCTCTGAGGCC

GATCATTGGCTTTCTTGACCAGACCTTGTAC
AGATGGAATCGT

GGGCTCCAACCTGGAGATCTCCTGGCTCCC
CAAC

GGTGCTGACCGGCAACAACCTGACGGCGCT
GCCG

GTAAAATCGAGTCCTTACAGCCATACCACA
AGGTACGTCCATTTGG

AATAATTTCGGGGAGGTGGTTGGCTCTGGA
AACCCAGCTG

ACCAGTGCCACTGTCCCCATGTCCAAGAAG
AAGCCCAG

CTGACCGAGCAGGTCGTACGCCGCCGCCTC
CTCCT

GTCTGGGGACACGTCTCCACGGCATCTCAG
CAATGTCT

GGATAAATGATGACTTGATCTCAGAATTTC
CTGACAAATTTGG

TCCATAGAACGGGTTATTAACATATTTCAG
AGCAACCTCTTTCAG

TGACGTCATCCCCATCCTGGTCCATCTGCTG
AAAGACCCAG

TGCCAAGGCCAAACAGAGAGGAGCCTGTG
GACAG

TGTAGTTGCCAGAGCAGAATATGATTTTGC
TGCCGTATCTGAAGAA

TTTCCCTTAATGCTTGCTTGATTGATTGACA



L14379

10877-
L11547

11730-
L15192

11732-
113830

12031-
L13828

12178-
113826

14265-
L22700

15311-
L17110

15313-
L22691

15315-
L17114

15318-
L19750

15319-
L17592

15322-
L17698

16348-
L22830

16349-
L22813

16748-
119368

17474-
L22693

UBE3A

RAI1

NF1

SHANKS3

SNRPN

SEMASA

MBD5

MBD5

SATB2

SATB2

MECP2

EXT1

PAFAH1

B1

ELN

SNAP29

REL

15-023,204824

17-017,568036

17-026,689192

22-049,461911

15-022,626072

05-009,490899

02-148,932828

02-148,986925

02-200,006365

02-199,896807

X-152,951215

08-118,918440

17-002,517120

07-073,120971

22-019,565377

02-060,999129

GTGGGCATTTAT

TGGAGAAGCTGCACCAGTGTTATTGG
A

CGTGCGAGCGCTCACATTTGTTTCTCC
CAAGGATCTCA

TCTGCAACCAAGAGCTCTTGTTGTCTT

TGCAGTTTCGATACAAGCGGCGAGTT

CAAATTCACAGTGGCCAGCTCACCAC
CACCTGA

CTTTTGAAGTGTTGGTGTGTGAGACTT
GGGCTGGA

GACAAGGAAGGAGGTCTTCCAGCTAT
ACAA

CCATTAGTGGAGTAGTCTCTGTTATCT
GGAGATCTTC

GCTCTCTTGAATATGACAACAGAGAA
GAACAC

GCCAACATCAACATCACAGCTGCCAT
TTATGA

CAAGCCTGCCTCTGCTCACTTGTTCTG
CA

CCTTTAGCTATCCCAGGAGAGGTGAT
AATGTT

GGACCCAAAAGAATGGATTCCCCGTC
CGCCAGAAAAATAT

CTAGGACCCCTGACTCACGACCTCATC
AACG

CAAATGTGGCTGTGCACACAGGTATC
CACTTAC

CAAACTCCACCATATTGCAAAGCTAT
CACAGAACC

128

GACAGTCTTGCTCTG

AGTGAGCCACCATTTGAATTTGCTAGCTCA
TGCTGCA

TCTGGCCACCGCGTTCTGGAAGAGGCGAGA
GGGA

TGGGTGTATTAGCAAACGAGTGTCTCATGG
GCAGATAAAG

TATGCCCAGAACCTCATCGATGATAAGCAG
TTTGCAAAGCTTC

TGAAAGATACACCACAGGGTGAGAGCATC
CTAACAGCAAAC

GTGCCCACGTGGCTGTGGAGTCAGTGTGAT
TCATGATTGA

GTTCCTGTGGGTTGGCAGCGTCGTGTGGAT
CAAAATGGAGTGC

CTCCTCTTGGGTTTGGGGGGTCTCATTTGTC
TGTCACCCT

GCCGAGTTTGTCCTGGTGCGGAAAGATGTG
CTTTTTAGCCAGCT

CGAGATCCAACAGGAGATGAAAAGGGCCA
AGGTGTCTCAA

GACTGGCATGTTCTCTGTGATACTTACATAC
TTGT

AAACCCACTTAATCTGGCTTCGGTCCTCAG
CCCTATTCTGG

GCATTGAGTGGTCACAGGAGTCCAGTCACT
CGAGTCATTTTCC

TTGGTGCTACTGCTTGGTGGAGAATGTAAA
CCCTTTGTAACCC

CTGTATCATCCAGCTTTCTAAGGTTTGGGTG
GCTGGCCTGGTACTT

CGTAACAGTAAAAATGCAGTTGCGGAGACC
TTCTGACCAGG



18172-
L22729 KANSL1

18316-
L23369 SEMATA

17-041,499749

15-072,494066

GTTGGGTCGAACAAGCCTCCGCTTCTT
ACA

TCCAGACCAGCAGCCGATACCCACAG
AGA

129

GCTCAGTACAGGACGTGTCCGGGCTGCCAC
ACAGGTGC

CCTTCCAGGTGGCTGACCGTCACCCAGAGG
TGGCGCAGAG



NO
Sonda

19616-
L2745

08640-
L0865

12964-
L1466

10883-
L1155

10872-
L1154

09431-
L0968

04620-
L1466

08376-
L0823

11667-
L1467

08377-
L0823

10868-
L1153
8
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ANEXO X - Descricdo das sondas do kit SALSA MLPA P343-C2

Gene

ATP8AL

TERC

ATP10A

UBE3A

GABRB

RBM14

UBE3A

KLF13

HIRIP3

NDNL2

GABRB
3

Exo
n

11

Mapview

04-
042,278439

03-
170,965201

15-
023,659036

15-
023,152935

15-
024,376510

11-
066,148469

15-
023,167740

15-
029,452013

16-
029,913975

15-
027,348739

15-
024,417665

Cromossom
0

04p13

03q26.2

15q12

15q11.2

15q12

11q13.2

15q11.2

15¢13.3

16p11.2

15q13.1

15q12

Sequéncia LPO

GTTCCACTGGGAGCAGAT
CAGATTCTTCTT

TGCCACCGCGAAGAGTTG
GGCTCT

TAGTTCCACCGCCCGGCC
AACGTGTA

TACATTTTCCCATGGTTG
TCTACAGGAAGC

TCTTCGCCACAGGTGAGT
CCTGCATCCACT

TGCCACCTTCGACTACCA
GCAGGCTTT

CGAAGAAGACTCAGAAG
CATCTTCCTCAAGG

TGAGATTCAGCGTTGTTG
AACCCCCTT

GTGGATGAAGCCGCTTCC
AGGGAAGACA

TGAGGATGTAAGTGTTGC
TCTTGGGTTCA

GGCTCGCCTATTCTGGGA
TCCCTCTC

Sequéncia RPO

CGAGGAGCTCAGTTGAGAAATAC
ACAGTGGGTTC

GTCAGCCGCGGGTCTCTCGGGGGC
GAGG

CTTTGTCTTCATCGCGCTGCTCAAC
TTCGTGC

TAATGGGGAAAAAAGGAACTTTTC
GTGACTTGGGAGACTCTCA

TATAGTCCCTTCAGGGGCACTGGC
TCCATGG

TGGCAACAGCACTGGTGGCTTTGA
TGGGCAA

ATAGGTGATAGCTCACAGGGAGA
CAACAATTTGCAAAAATTAG

TCTCAGGGATGGACACGTTTCACG
AGGTCAGTGAGGACAC

AACTGGACCTTACCAAGAAGGGC
AAGAGGCCTCCCAC

AGTTCCACCAGCTTATACCCGAAG
ACGTACTGGAGGCGCTC

AACCTCACGCTTGACAATCGAGTG
GCTGACCAGCTATG



20256-
L2358

10880-
L1155

01314-
L0086

11668-
L1243

21014-
L2948

01315-
L0933

13162-
L1244

06787-
L0738

11669-
L1244

10886-
L1467

02658-
L0212

01317-
L1292

LRRK2

UBE3A

APBA2

SEZ6L2

SNRPN-
HB2-85

GABRB

DOC2A

SHANK

MAZ

UBE3A

ATM

UBE3A

41

14

SNO

21

34

12-
039,020354

15-
023,171919

15-
027,196749

16-
029,817845

15-
022,848294

15-
024,344242

16-
029,928004

22-
049,507581

16-
029,728356

15-
023,150555

11-
107,675638

15-
023,136395

12q12

15q11.2

15q13.1

16p11.2

15q11.2

15q12

16p11.2

22q13.33

16p11.2

15q11.2

11q22.3

15q11.2

GTTCTGGCAGATACCTCC
ACTCAGCCATGATTA

GCATCTAATAGAACGCTA
CTACCACCAGTT

CAAAGGGTGTGCCCTCAC
CACCCACTT

GGAGGAAAGGTGGCAGC
CAGATTA

CTATGGCATCTCACAGCT
CAGGAGGCAAAGAAATC
CCTT

CCTAGGCGGCATTGGCGA
TACCAGGAA

CCTACGTCAAGCTGCACT
TGCTGCCT

GAGGCCTGAAGACGACA
AACCAACTGTGAT

CAATAGGCTTCACCACGG
CAGCAT

CGTGGCTATACCAGGGAC
TCTGTTCTGATT

CTATATGTAGAGGCTGTT
GGAAGCTGCTT

CGGAGTTCTGGGAAATCG
TTCATTCATTTAC

131

TATACCGAGACCTGAAACCCCACA
ATGTGCTGCTTTTCAC

AACTGAGGGCTGTGGAAATGAAG
CCTGCACGAATGAG

GATTTTTTTCATTTTGCCAAAAAG
GGGTATGTCTTTATCAAAG

CTTAGAGAGGCACAGAGGAGAGA
GATCGGGGTGAGTC

CCAGGAGGGCTCCTGGTGACCAAT
GCTG

TTCAGCAATATCCTTTGACAACTC
AGGAATCCAGTACAGGAAA

GGAGCCTGTAAGGTAACAGCCTCC
TCTCGCCC

CAGTGAGCTCAGCTCCCGCCTGCA
GCAGCTGAACAAG

ACCTGCGCATCCACGCGGTGAAGG
ACCACGG

AGGTGAGGTACTTAGTTCTTCAGA
GGAAGATTTGATTCAC

GGGAGAAGTGGGTCCTATAGATTT
CTCTACCATAGCTATACAACATA

AGATGAACAGAAAAGACTCTTCTT
GCAGTTTACAACGGGCACA



08874-
L1921

11165-
L1288

12956-
L0823

10875-
L1154

08389-
L1467

20567-
L1400

10870-
L1154

07631-
L0731

11671-
L1244

00550-
L2242

10867-
L1153

11672-
L1244

LEPR

ATP10A

CHRNA

GABRB

TJP1

SHANK

GABRB

FGFR2

CD2BP2

MVP

GABRB

SPN

20

16

Intr.

19

01-
065,861195

15-
023,484000

15-
030,191319

15-
024,357380

15-
027,900944

22-
049,461911

15-
024,379640

10-
123,229419

16-
030,272761

16-
029,752775

15-
024,568655

16-
029,582828

01p31.3

15q12

15q13.3

15q12

15q13.1

22413.33

15q12

10426.13

16p11.2

16p11.2

15q12

16p11.2

GTGGGAAGATGTTCCGAA
CCCCAAGAAT

GGTGATGGCCAGCGACTT
TGCAGTGCCGAA

GAATATCCAGGGGTGAA
GACTGTTCGTT

GCAAAGTTTCAGCCTCTC
ACCACTTTGTT

CCAAAACCCGACCTACTA
CGCCTCACAGGCTGAGT

CAGCAGTTTCGATACAAG
CGGCGAGTT

CTCCCTGATACATTTCTC
AGCCCTTCTTT

CACCTAGTTACCCTGACA
CAAGAAGTTCTT

CAGGAGGAGATGGAGGA
AGGCCACTT

CGGGAAGTGGAGGTCGT
GGAGATC

CTGTGCTTCCCGCAGGTC
CCCCGGTCT

CAACCTACCAGGAAGTTT
CCATCAAGATGT

132

TGTTCCTGGGCACAAGGACTTAAT
TTTCAGAAGGTTGCTTTTTCA

ATTCCGATACCTGGAGAGGCTCTT
GATTCTTCACGGG

TCCCAGATGGCCAGATTTGGAAAC
CAGACATTCTTCTCTATAACA

TCTTTTCTAGGGATCACAACTGTG
CTGACAATGACAACCATCAACAC

GGAGTGTTTTGCAGTCTCAAAGCC
TTATCGCTGGCGTGCGCATA

TATGCCCAGAACCTCATCGATGAT
AAGCAGTTTGCAAAGCTTC

AATATCTTCCCTCACCCTGTGTATT
TCAGAATCACCACGACAGC

GTTCTTCAGGAGATGATTCTGTTTT
TTCTCCAGACCCCAT

TGATGCCGATGGCAACTACTTCCT
GAACCGGGATG

ATTCAGGCCACCATCATCAGGCAG
AACCAGGC

GCGTGGGGATGAACATCGACATCG
CCAGCATCGACATGGTTTC

CATCAGTGCCCCAGGAAACCCCTC
ATGCAAC



08397-
L1467

10874-
L1154

14190-
L1580

15766-
L2490

07208-
L0685

11673-
L2955

12951-
L2966

02040-
L0155

02041-
L0372

11674-
L1244

11675-
L1244

12720-
L1379

TRPM1

GABRB

SHANK

MEG3

GHRHR

MAZ

SCG5

OCA2

OCA2

HIRIP3

MAPK3

SNRPN-
HB2-85

15-
27 029,081415

15-
7 024,363881

22-
14 049,489494

14-
11 100,396948

07-
5 030,977299

16-
6 029,729166

15-
6 030,776126

15-
22 025,770116

15-
1 026,017939

16-
4 029,913518

16-
5 030,036474

15-
SNO 022,858476

15q13.3

15q12

22q13.33

14432.2

07p14.3

16p11.2

15¢13.3

15q12

15q13.1

16p11.2

16p11.2

15q11.2

CCTCAGGTCAAAAAGTTT
ACATGGACATCCTA

CTGAGCTTTCGGTTGAAG
AGGAACATTGGA

CAGAAACGGGACCACGA
GGGCTTTGGT

CCGAGGTAGCCTGAGGCC
TAGGGGAGCTGTTGAGC

CCATAGCATCTCTATTGT
AGCCCTCTTCGT

CTCCAGAAGGAAAGGAG
GAAGAAATGTTT

CGATCACATTACCTGTTA
GGCCTCAGCATGGCTT

CCCGCACCGCCGCTCATG
TAT

CGACCGCGGAGCACGTG
CACTTTACCT

CCAAAGAGGAGAATCCA
AGGCGAGCCTCAA

CCTGGCAAGCACTACCTG
GATCAGCTC

GCTTCCCTAGGGTGCCAA
AGTTCTTTAAC

133

GGAATGTGAAATCCATTCAGGGAA
AGTTAGACAGATCTGGAC

TACTTCATTCTTCAGACTTATATGC
CCTCTATACTGATAACGA

TTTGTGCTCCGGGGAGCCAAAGGT
AATGGGGAGT

CTTCAGTGTCTGCATGTGGGAAGT
GGGCTCCTTCACCTACC

GGCCATCACCATCCTGGTTGCTCT
CAGGTTTGTCATC

TCTTAGGGGAATTCGCTAGGTTTT
AACGATTTGTTTCTCCTGC

ATGTGCACGTGTAAATGGAGTCCC
TGTGAATGACAGCATGTTTC

GCCCTGGCCTTCGGTGCTTGCCTG
GGAGGTAAGG

GCGCACTTGCAGATCTTTCTCCAG
GAGTGAGTTTAAGGTCC

AGGCAGTTGAGGAGAGCAGTGAT
GAGGAACGGCAGAGGGA

AACCACATTCTGGGTGAGGGAGGC
CCGGCTG

GTCATCGGCTTGCCCACTGTCTGG
CCTGTGGGTGTCAA



11677-
L1244

12954-
L1446

10218-
L1467
5

LAT

SCG5

RELN

3

20

16-
028,904647

15-
030,759311

07-
103,057709

16p11.2

15q13.3

07q22.1

CCAAGCTGTGTCTCCTTT
ACCAGTTTGTAT

CCAACATCGTGGCAGAGT
TGACTGGAGACA

CCTCATTCTTCCCAGAGA
GAAGATGTATGGGCTATT
GATG

134

CCAAGGGGCATCCAGTTCAAACGG
CCTCGTGAGTACAAGG

ACATTCCTAAGGACTTTAGTGAGG
ATCAGGGGTACCCAGACCCTCC

AGATTATCATGACATCTGTGCTTTT
CAACAGCATTAGTCTTGAC
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ANEXO XI - Tabelas de dados clinicos da criancas e adolescentes com diagndéstico de TEA acompanhadas no Ambulatério Borges da Costa

Py} Py
P byl T @ @
= I 3 - ° N2 T e
S g 5 -3 N 2 g n G S g =
z S g 5| 2| |8 & g S 02 IBxE ® & 8
= . 2 ] 3 s > @ 3T 2 5 @ 2 g |mihg ] Qo
= | a @ o @ o Q <Q 2 3|9 @ o [=3 =S |dg?° ®o» %
Ilg S T2 25 > Q 38 | ¢ = 3 @ o8 |lo>g =z > > >
o8 2 38 a B = 8 3g|° °| 7 3 48|00 oL S h
> & ® 35 3 2 - Q. e = | 3 =] T2 im=3 o L 4%
e =3 2 o S = = o = oo |lnwlMa O a » 7
> = o : o © s “ g o 3 =< <L
B 3 8 2 2 3 ® 3 m g o5
e ° ¢ > >
10 | PRE-ECLAMPSIA 9/10 | 39s1 3.200 F84 néo 46XY Né&o Nao
% d (transtorno global do amplificou amplificou
9] desenvolvimento)
8
N
M 25
9 FORCEPS 9/9 | 40s 3.995 F84/F73(retardo profundo) | leve | face alongadas, olhos 46XY 26 NORMAL SNRPN
T s | com fenda para cima, 214pb dup
g nariz componte ??? Sem rep
9 elevada e nariz MAZ 418pb
[ bulboso, boca filtro dup
M curto, leve retrognatia
9 - - 40s 3.250 leve face arredondada, 46XY 26 NORMAL RECOLET
s | nariz ponte deprimida A
e ponta arredondada, SNRPN
5 boca filtro curto, 214pb dup
8 pescogo acantose MAZ 418pb
ﬁ nigrans, maos com dup
pontas dos dedos TRPM1
levemente afiladas (373 pb) del
M het 15913
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Tv0049H

13

9/9

39s

3.845

SINDROME DE
ASPERGER

46XY

25 conf
amplide
X

NORMAL

SNRPN
214pb dup
??? Sem rep
MAZ 418pb
dup

1'50 OgH

13

HEPATITE B

39s

3.200

sim

olhos pequenos e
sonbrancelhas
arqueadas
nariz ponta nasal alta
e nariz bulbosa, boca
leve prognatismo,
orelha baixa
implantada, cabelo de
implantacdo baixa na
fronte

46XY

26

NORMAL

NORMAL

190 OGH

11

40s

3.260

leve

olho telecanto??,
nariz columela
rebaixada,
orelha pouco baixo
implantada

46XY

27

NORMAL

NORMAL

1,0 04H

DIABETES
GESTACIONAL,
PRE-ECLAMPSIA,
ANEMIA,
PROTEINURIA,
SOFRIMENTO
FETAL 2 DIAS

RESPIRIDONA
RITALINA
LOSARTANA

8/9

38s

2.160

leve

nariz columela curta e
narina antevertida,
boca filtrolongo
pouco marcado

46XY

26

NORMAL

NORMAL

180 09H

AMINIORREXE
PREMATURA
(sic)

FUMANTE
7 Cigarros
dias

9/10

40s

2.540

ALTA APOS 4 DIAS
DEVIDO
A QUADRO
INFECCIOSO

leve

olhos epicanto/prega
epicantais /telecanto
???, boca filtro bem
marcado, face media
levemente
hipoplasica

46XX

26e27

NORMAL

NORMAL
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15q11.2

5 Intravaginal 9/9 | 40S 3.270 GENITALIA sim | olhos grandes fendas 46XY 22 NORMAL NORMAL
HIPOSPODIA palpebrais, nariz
ponte alta e ponta
5 elevada e narinas
g antevertidas, boca
if filtro longo, orelhas
baixa implantada com
curvaturas andmalas,
hipoplasia face média
12 N 7/10 | 41s3 4.080 SINDROME DE leve boca filtro curto, 46XY 26 conf NORMAL NORMAL
I d ASPERGER s bracos alongados em amplide
g HIPERATIVO relagéo ao tronco, X
= EPLEPSIA DE dedos com pontas
= AUSENCIA afiladas, clinodactilia
FOBIA 5° dedo???
13 | PRE-ECLAMPISA PURAN T4 9/9 41s 3.910 F84/F71 (retardo sim cabelo baixo 46XY 26 NORMAL NORMAL
moderado) implantado na fronte,
olhos fenda
% levemente para cima
8 nariz ponte deprimida
= curto e bulboso, boca
comissura labial para
baixo, orelhas em
abano
6 CORDOU N 8/8 42 3.075 ANEMIA FALCIFORME | ndo 46XY 27 SONDA NORMAL
ENROLOU E SNRPN UP
5 ROMPEU (244pb) del
8 5 DIAS DE het
N SOFRIMENTO Regiao de
FETAL Prader Willi
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T€T0gH

12

BOLSA COM 12H
APOS RUPTURA

-110

40s

3.350

CONVULSAO COM 11M
NA PRESENCA DE
FEBRE
ICTERICIA
OBESIDADE

sim

olhos implantagéo
funda em orbita e
pequenos com fenda
para cima, nariz
ponte deprimida
pequeno e fossa nasal
pequena, boca filtro
curto, pescogo curto,
baixa implantacéo de
cabelo, maos com
ponta leve afiladas

46XY

16

SONDA
SEMATA
(190pb) e
CYP1A1(331p
b) del het
Sindrome
delecdo 15g24

NORMAL

T¥T049H

16

39s

sim

implantacdo baixa de
cabelo fronte,olhos
pquenos,
nariz ponte alta e
narinas
anterovertidas, boca
labios carnudos,
orelha baixa
implantada,clinodacti
lia de 5° dedo, pegra
mae E taco de roque

46XY
(46,XY ,15pstk+)
AUMENTO DE
TALK DO
CROMOSSOMO 15

25

NORMAL

NORMAL

1'STO9H

13

PRE-ECLAMPISA

8/9

30s

2.250

leve

face media
hipoplasica, olhos
fenda elavada para
cima
nariz pouco bulboso,
diastase de incisivos,
leve retrognatia

46XY

25

NORMAL

SNRPN
214pb dup
?77?? Sem
rep
MAZ 418pb
dup

19T 049H

39s

3.500

46XY (46,X,gh-)
IREDUCAO DA
HETEROCROMATI
NA CROMOSSOMO
9

27

NORMAL

NORMAL
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7 DIABETES RUBEOLA N 9/10 | 39s 3.000 NASCEU COM leve boca filtro pouco 46XY 19 NORMAL NORMAL
T GESTACIONAL PEQUENO S marcado, labios finos,
g COLESTASE CEFALO HEMATOMA nariz ponta bulbosa,
= SOFRIMENTO EM REGIAO orelhas de abano,
= FETAL 3 DIAS PARIENTAL leve hipoplasia malar,
face média
7 HIPOGLICEMIA USO DE 37s3 2.450 CIANOSE, sim olhos fenda para 46XY 19 NORMAL NORMAL
HIPOXIA ALCOOL d HIPOGLICEMIA, baixo, orelha de
% DURANTE A CONVULCOES,EPILEPE abano,
0 GESTACAO SIA face media
® hipoplasica, face
alongada
6 FRATURA NA N 8/9 | 39s3 3.740 SINDROMES DE SOTOS | sim olhos 46XX 26e 34 NORMAL NORMAL
CLAVICULA d telecanto/hiperteloris
T mo, nariz ponte alta
3 elevada,
2 boca ampla/grande,
[ orelhas rodada
posteriormente,
queixomproeminente
7 N 8/9 | 39s 2.600 ICTERICIA sim microssdmico 46XY 25 SONDA SNRPN
FISIOLOGICA AO proporcional SNRPN UP 214pb dup
5 NASCER, (244pb) del 277? Sem
8 MICROSSOMICO het rep
2 Regiao de MAZ 418pb
Prader Willi dup
15q11.2
10 SOFRIMENTO AMITRIPTILI 8/9 | 31s5 1.700 CIANOSE CENTRAL nédo 46XY 26 NORMAL SNRPN
T FETAL 18 DIAS NA d ICTERICIA 214pb dup
g DOENCA DA 77?7 Sem
N MEMBRANA HIALIANA rep
- MAZ 418pb

dup
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antevertidas, pescoco
acantose nigrans, mao
prega m taco de
hockay pontas
afiladas

17 N 9/10 | 39s 3.950 CISTO EPIDEMOIDE leve impressdo de alta 46XY 24 NORMAL NORMAL
% FRONTAL S estatura
0O DIRETO - CIRURGIA constitucional,
N 2003 orelhas em abano,
. maos grandes
10 | PRE-ECLAMPISA CEFALOXINA 38s3 FO9 (com leséo cerebral) | sim fronte ampla, nariz 46XY 28 NORMAL SNRPN
d ICTERICIA ponte alta columela 214pb dup
5 alongada, 277? Sem
8 orelhas em abano rep
@ helices pontiagudas, MAZ 418pb
maos dedos dup
alongados finos
10 38s3 F84 sim | sobrancelhas grossas 46XY 26 NORMAL SNRPN
T d e arqueadas, 214pb dup
g orelhas em abano 77?7 Sem
N helices protusas, rep
= leve clinodactilia 5° MAZ 418pb
dedo dup
15 SOFRIMENTO DEPRESSA N 40s 2.970 ICTERICIA, OBESIDADE | sim fronte curta, cabelo 46XX 22e27 SHANK3 SHANK3
FETAL 2 DIAS 0 DELECAO implantacéo baixa, conf. (252pb) e EXON 3,15
POS CROMOSSOMO 22 ?? olho ptose palpebral amplide | RABL2B (382 | E 22 del het
PARTO inclinado para X pb) del het
cima,nariz ponte Sindrome
% nasal alargada ponta Phelan-
8 rebaixada, orelha McDermid
S pequena aletas 22913
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1'9¢ 0GH

10

8/9

39s

3.350

EPILEPSIA
ADNPM
GENITALIA
DISMORFICA

sim

cabelo baixo
implantado fronte,
olhos impressdo de
telecanto,
sobrancelhas
arqueadas,nariz ponta
elevado, boca filtro
longo,
labio superior fino,
incisivos longos, face
media hipoplasica

46XY

29

NORMAL

NORMAL

1,2 049H

11

SOFRIMENTO
FETAL 2 DIAS

40s

3.352

sim

alta implantagéo
cabelo na fornte,
olhos sobrancelhas
esparsas,
nariz ponte alta e
ponta rebaixada
columela longa,boca
labios grossos
filtro curto, orelhas
de abano baixo
implantada

46XX

20e 26

NORMAL

NORMAL

1'8¢ 09H

11

9/9

39s

2.800

leve

lordose-tonus
abdominal fraco

46XY

16

NORMAL

NORMAL
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1'2€ 09H

6 DIABETES METILDOPA 38s 3.200 DIAGNOSTICO DE TU sim | fronte ampla com alta 46XY 25 NORMAL NORMAL
GESTACIONAL CEFALICO BENIGNO implatcéo, olhos
SOFRIMENTO AO 4 MESES DE sobrancelhas
FETAL 2 DIAS GESTACAO. NEGADO esparsas,
% APOS NASCIMENTO nariz ponta elevada e
8 curto ponte
2 rebaixada, boca filtro
curto,
face media
hipoplasica queixo
pontudo.
10 N 39s 2.930 DOENCA DE REFLUXO | sim | nariz ponta rebaixada 46XY 25 NORMAL SNRPN
I GASTROESOFAGICO levemente, 214pb dup
g leve retrognatia ???? Sem
8 rep
[N MAZ 418pb
dup
7 N 41s 3.750 F84,F80.1,F82 leve cabelo de 46XX 26 NORMAL SNRPN
I Transtorno expressivo de s implantacéo baixa, 214pb dup
z linguagem fronte curta, 27?
I olhos sobracelhas
= arqueadas, nariz
ponte alta
9 SOFRIMENTO N 43s 3.105 leve turricefalia??? 46XY 26 NORMAL NORMAL
FETAL 6 DIAS S
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11 | OBSTRUCAO DE -/9 39s 2.880 F84 sim cabelo baixo 46XY 27 NORMAL NORMAL
URETER DIREITO implantados, olhos
inclinados para baixo,
5 sobrancelhas
8 esparsas, nariz ponte
S nasal alardaga,
orelhasmuito baixo
implantada, face
media hipoplasica
9 INFECCAO AO 39s 3.140 F10 (uso de alcool) nédo 46XY 26 NORMAL SNRPN
I NASCER (inv(9)(p12q13)) 214pb dup
2 INVERSAO DA 222? Sem
@ HETEROCROMATI rep
= NA CROMOSSOMO MAZ 418pb
9 dup
14 ADOTADO 32s CITOMEGALOVIRUS sim | sobrancelhas grossa, 46XY 23 NORMAL SNRPN
nariz ponte e dorso 214pb
I conico ponta dup???
z rebaixada,
w boca filtro longo
= labios finos, orelhas
rebaixada, face media
hipoplasica
9 39s6 ANEMIA FALCIFORME | leve orelhas em abano, 46XY 16 NORMAL NORMAL
d s maos pontas afiladas
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12, 08H

11

8/9

41s

3.060

F84

sim

fronte curta, baixa
implantacdo de
cabelo,
olhos fendas para
baixo, orelhas baixo
implantada/assimetric
as,
orelhas baixa
implantada/assimetric
as, impressao de
palato ogival alto e
estreito, maos pontas
afiladas falange
distalhiperfletidas.

46XY

37

NORMAL

SNRPN
214pb
dup???

1'8€ OdH

ITU recorrente

FLUOXACIN
RANITIDINA

8/8

38s

3.455

sim

fronte curta com
baixa implantagéo de
cabelo, olhos
estrabismo
divergente, boca
diastose, orelha
autricullar grande,
pescogo curto.

46XX

22e26

NORMAL

NORMAL

1'6€ O9H

14

HEPATITE B

9/10

39s

3.250

46XY

16

NORMAL

NORMAL

T'0¥ O9H

15

40s

3.040

SINDROME DE
ASPERGER

46XY

26

NORMAL

NORMAL
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T's¥ 09H

MO
SOFRIMENTO
FETAL

4 | SOFRIMENTO NO N 8/10 | 38s 3.480 nédo 46XY 26 NORMAL SNRPN
I PARTO 214pb
o]
0O dup??
i
=
N
10 VITAMINA 8/9 | 42s 3.510 F84/F90 (transtorno do sim olhos meia lua 46XY 26 NORMAL NORMAL
comportamento palpebras caida fenda
e emocionais inclinada para abaixo,
5 impressdo de
2 telecanto, boca labio
i'j superiro fino, nariz
ponte aloganda,
orelhas implantada e
rodada posteior
12 N 38s 3.900 SINDROME DE néo 46XY 20 NORMAL REP
z ASPERGER APLICACA
@] 0
N
w NORMAL
= 23/01
13 N 40s 3100 TDH/DEFICT DE leve | face hipotonica, boca 46XY 16 conf NORMAL NORMAL
z ATENCAO s intraberta amplide
(@] X
S
Fan
fil
7 HIPERTIREOIDIS Propiltiouracil 36s 2.250 F84/PERCENTIL :3 nédo 46XX 25e27 NORMAL NORMAL
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105 O9H

7 | PRE-ECLAMPSIA 9/10 | 37s5 2.770 F84.5 ( Sindrome de leve | baixa implantacéo de 46XY 27 NORMAL NORMAL
T DEPRESSAQO d Asperger) S cabelo, olhos miopia,
g nariz columela curta
g ponte elevada filtro
= marcado,
face media plana
11 9/10 | 37s 3,100 nédo 46XY 20 NORMAL NORMAL
I
o]
O
N
~
N
13 9/10 | 39s 3,450 sim face media plana, 46XY 24 NORMAL NORMAL
olhos impressao de
telecanto,
5 nariz tubular ponte
2 alongada, orelhas
® baixo implantada
com dobras
anomalas,boca filtro
curto
5 ALERGIA 9/10 | 39s 3,255 ERROS INATOS sim maos com polegar 46XX 20e 34 NORMAL REP
ALTERADOS(PIRUVAT digitalizado e distal, TRPM1
% O QUINASE) nariz curto ponte (373 pb) del
2 elevada, boca filtro het 15g13
=2 longo , labio superior NORMAL
invertido REPETICA
0 23/01
9 | PRE-ECLAMPSIA 36s 3,500 TDH leve | orelhas baixa e abano 46XY 25 REPETICAO SNRPN
ICTERICIA S helixe grandes 214pb
dup???
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ndo especificada)

orelha de abano

12 VACINA DE 8/9 | 38S 3,150 SINDROME DE nédo remete a etinia 46XY 27 NORMAL NORMAL
T FEBRE AMARELA ASPERGER
g 1° TRIMESTRE, TRANSTONO
a TDAH MATERNO OBSESSIVO
= COMPULSIVO
ANSIEDADE
11 | PRE-ECLAMPSIA, 7/5 31s 1,500 F84/F71.1 nédo 46XX 20e 26 REPETICAO REP
HIPOXIA, (retardo mental moderado) TRPM1
5 ICTERICIA COM (373 ph) del
8 FOTOTERAPIA, het 15q13
ﬁ SEPSE NORMAI:
REPETICA
0 23/01
8 IRMA COM TEA 9/9 37s 2,950 SINDROME DE néo 46XX 20e 26 NORMAL REP / REP
% ASPERGER conf 23/01
0 amplide TRPM1
& X (373 pb) del
- het 15q13
5 | PRE-ECLAMPSIA, 5/5 28 650 SINDROME DE nédo 46XX 20e 26 NORMAL REP
SOFRIMENTO ar ASPERGER TRPM1
5 FETAL, (373 pb) del
O CONVULSOES, het 15q13
iﬁ DUAS IRMAS NORMAI:
COM TEA REPETICA
0 23/01
14 DEPRESSAO 10/1 | 38S 2,600 F90 (trasntorno do sim | face alongadas e face 46XY 26 NORMAL NORMAL
% MATERNA, TCE 0 comportamento e media plana, olhos
¢} LEVE AOS 9 emocionais) para cima sinoftris,
§ MESES F29 (psicose ndo organica boca labios grossos,
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T79049H

columela alongada
ponta bulbosa

12 PARADA 4/4 39s 2, TDH leve cabega com 46 XY 27 NORMAL NORMAL
z CARDIACA, 740 s impresso de
0O EPILEPSIA turricefalia,
s NEONATAL, orelhas grandes
. SEPSE, HIPOXIA

12 CRISES 9/9 41s 3,500 F84 faze 46 XX 25e 27 NORMAL NORMAL
% CONVULSIVAS Ressonancia alterada r
(@] NEONATAIS
9
N

8 | HIPOTIREOIDISM 9/10 | 39s 3,500 leve sonbracelhas 46XX 21e23 NORMAL NORMAL
% o) S esparsas, nariz ponta
e} elevada e curta,
& boca diastose de
— incisivos

5 | CMV MATERNO, 8/9 | 39s 3,155 F84/ leve | orelhas com formato 46XY 16 NORMAL REPETICA

CMV CONGENITO F93 (transtorno emocionais | s das helices anomalas (0]
5 DESCARTADO, da infancia) traco bem
8 ICTERICIA implantadas,
2 boca com filtro
longopouco marcado
labios superor fino.

6 | DESCOLAMENTO 7/9 40S 3.395 foto 46 XY 11 NORMAL NORMAL
% DE PLACENTA rui
e} NO 3° MES, m
§ IRMAO COM TEA

3 TABAGISMO 9/10 | 38s 3.000 leve | retrognatia leve, nariz 46XX 19e21 NORMAL NORMAL
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longos e finos pregas
palmares com
tranversa
imcompeleta mao
esquerda

7 TROMBOSE, 8/9 38s 3.400 F90(trasntorno do sem 46XY 26 NORMAL NORMAL
T LABIRINTITE, comportamento e foto
g TRABALHO DE emocionais)/F84
g PARTO CRISE CONVULSIVAS
= PROLONGADO

(>18h)

8 9/10 | 36s5 2,990 F84 nédo 46XY 21 NORMAL NORMAL
I d
5
2
-

12 | PRE-ECLAMPSIA, | EPILEPSIA 217 31 1,100 sim baixa implantagéo 46XY 21 NORMAL NORMAL

CIUR, DOENGCA dos cabelos na fronte,
DA MEMBRANA sinofres, nariz ponte
HIALINA, nasal elevada ponta
ICTERICIA, bulbosa, boca filtro

I SEPSE curto labios
z NEONATAL, proeminente,
@ HEMORRAGIA retrognatia leve, face
= CEREBRAL alongada, maos dedos
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199 0GH

HIPOXIA 4/9 41 3,320 sim | face alongada, orelha 46XY 92-pre NORMAL NORMAL
de abano,fenda mutado
palpebral para baixo, conf.
nariz ponte e dorso Amplide
X

elevado, boca filtro
curto pouco marcado,
mé&os com a ponta
dos dedos alargadas
(baqueta)
clinodactilia de 5°
dedo prega palmar
transversa a direita.




